Risposta anti-glutine nella malattia celiaca by Vecchiet, Monica
UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI TRIESTE 
 
 
Sede Amministrativa del Dottorato di Ricerca 
Università degli Studi di Trieste 
 
Sedi Convenzionate 
Università degli Studi di Torino 
 
 
XXI CICLO DEL 
DOTTORATO DI RICERCA IN 
MEDICINA MATERNO-INFANTILE, 
PEDIATRIA DELLO SVILUPPO E DELL’EDUCAZIONE, 
PERINATOLOGIA 
 
 
 
 
RISPOSTA ANTI-GLUTINE 
NELLA MALATTIA CELIACA 
 
 
 
 
(Settore scientifico-disciplinare: Area 06 – Scienze Mediche / MED38 – Pediatria generale e specialistica) 
 
 
 
 
DOTTORANDO Coordinatore del Collegio dei Docenti 
Dott.ssa Monica Vecchiet Chiar.mo Prof. Alessandro Ventura 
 
 
 Tutore 
 Dott. Tarcisio Not 
 
 
 Relatore 
 Dott.ssa Fiorella Florian 
 
 
 
 
 
ANNO ACCADEMICO 2007/2008 
Ringraziamenti 
 
 
Un ringraziamento doveroso e sincero va alla dott.ssa Fiorella Florian, non 
solo in campo lavorativo, ma anche a livello personale, che ha avuto fiducia 
in me e mi ha permesso di continuare il percorso iniziato sotto la sua 
supervisione durante l’internato prelaurea. 
Un altro grosso grazie alla dott.ssa Fabiana Ziberna, collega e amica, 
coinvolta in primo piano nelle mie vicende lavorative e personali. Senza la 
sua incrollabile tranquillità tanti giorni bui (purtroppo frequenti nel lavoro 
di ricerca) sarebbero stati ancora più pesanti. 
Un ringraziamento anche a tutti gli amici e colleghi del Burlo, in 
particolare al dott. Not, sempre disponibili allo scambio di informazioni e al 
confronto costruttivo. 
Senza rischiare di dimenticare nessuno, un ringraziamento collettivo al 
“gruppo del caffè”, per l’amicizia e la disponibilità nonostante i temi di 
interesse così diversi. 
Il ringraziamento più importante va, però, a mio marito Henry, che mi ha 
sempre sostenuta e aiutata nonostante a volte il lavoro mi portasse a 
togliere del tempo a noi. E, anche se ancora non lo può capire, un 
ringraziamento particolare va al mio piccolo tesoro Manuel, che è sempre 
nei miei pensieri e come un raggio di sole illumina le mie giornate. 
 
 
Monica 
Riassunto 
 
 a 
RIASSUNTO 
La malattia celiaca è la patologia con base genetica più diffusa nella 
popolazione caucasica, con una frequenza di circa 1/100, ma la presenza di forme 
sintomatiche atipiche o asintomatiche che ne rendono difficile la diagnosi, potrebbe 
quasi raddoppiare questa percentuale. 
Il principale agente eziologico esogeno della celiachia è il glutine assunto con la 
dieta. La sua composizione in proteine di riserva del frumento è molto eterogenea, in 
particolare in relazione alla classe di proteine definita prolamine. In letteratura sono 
descritti diversi epitopi appartenenti a questa classe proteica riconosciuti dai linfociti B 
e dai linfociti T CD4+ infiltranti la mucosa intestinale dei pazienti celiaci. 
Lo scopo iniziale di questa tesi era quello di identificare le frazioni proteiche o, 
idealmente le singole proteine componenti il glutine, riconosciute da frammenti 
anticorpali (scFv) anti-glutine selezionati da librerie anticorpali fagiche costruite a 
partire da biopsie intestinali di pazienti celiaci. 
La tecnica del phage display ha permesso la clonazione di un gran numero di 
questi anticorpi in forma ricombinante, cioè come scFv. Si è così potuto evidenziare 
che, mentre i scFv anti-htTG (la htTG è il principale antigene self coinvolto nella 
malattia celiaca) sono prodotti esclusivamente nella mucosa intestinale, anche se poi 
vengono immessi in circolo, quelli anti-gliadina vengono espressi sia a livello 
intestinale che a livello periferico. 
Il grado di diversità anticorpale, accertato mediante digestione enzimatica con 
BstnI del frammento genico che specifica i scFv, è generalmente maggiore per gli anti-
htTG rispetto agli anti-gliadina. Il sequenziamento ha poi mostrato un uso preferenziale 
della famiglia VH5, caratteristica dell’autoimmunità, nella costruzione degli anti-htTG, 
assente invece nei scFv anti-gliadina. 
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Anche il comportamento nei confronti dell’antigene è diverso: più stabile e 
riproducibile quello dei scFv anti-htTG, sia in forma di fago che di solubile. Ciò ha 
ridotto notevolmente il numero dei scFv α-gliadina utilizzabili in questo studio. 
Per quanto riguarda la caratterizzazione delle proteine immunogeniche del 
frumento, la letteratura le descrive da sempre come appartenenti principalmente alle 
gliadine. I peptidi gliadinici formano naturalmente degli aggregati che poi 
interagiscono in modo idrofobico con altre proteine, in particolare con i complessi 
MHCII a livello delle cellule presentanti l’antigene (APC); nelle persone 
geneticamente predisposte questo determina l’attivazione della risposta immunitaria. 
In questo lavoro l’analisi dei frammenti anticorpali anti-glutine è stata condotta 
su estratti di prolamine arricchiti rispettivamente in gliadine e glutenine e sugli stessi 
estratti digeriti con endopeptidasi. 
Le frazioni proteiche sono state separate mediante la tecnica dell’SDS-PAGE 
seguita da immunoblotting con i scFv anti-glutine. 
Varie osservazioni ci portano a ritenere che i scFv anti-gliadina da noi isolati, 
siano per certi aspetti aspecifici: alcuni non sono in grado di riconoscerla in condizioni 
denaturanti o in digeriti chimo-triptico-peptici (che dovrebbero avvicinarsi alle reali 
condizioni in vivo). Le condizioni di gliadina nativa utilizzate per la selezione dei scFv, 
non sembrerebbero quindi riflettere la struttura fisica della stessa nell’intestino, dove la 
gliadina dovrebbe aver subito un attacco da parte degli acidi gastrici e degli enzimi 
gastrici e pancreatici. Solo una parte degli epitopi, quelli più superficiali, potrebbe 
essere disponibile nella forma nativa (conformazionale) e alcuni di essi potrebbero 
essere stati riconosciuti casualmente, in quanto omologhi a proteine self. Se questa 
ipotesi venisse confermata, potrebbe spiegare l’inferiore specificità e sensibilità dei test 
di dosaggio degli anticorpi anti-gliadina rispetto a quelli anti-htTG. 
Il riconoscimento delle bande proteiche delle frazioni gluteniniche da parte di 
uno dei scFv è risultato più definito ed intenso rispetto a quello delle gliadine. L’analisi 
in western blot ed elettroforesi bidimensionale con questo scFv anti-gliadina, seguita da 
sequenziamento MALDI-TOF ha permesso l’identificazione di una glutenina a basso 
peso molecolare. La sequenza della proteina, a nome e funzione ancora ignota, è 
presente nel database in forma errata. Il sequenziamento del cDNA amplificato ha 
rilevato la presenza di un’inserzione che determinava un frameshift ed uno stop codon 
prematuro. Mediante blastn ed assemblaggio delle ESTs recuperate è stato possibile 
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ricostruire la proteina completa indicata come pEXP32400579, in cui è possibile 
evidenziare degli aspetti atipici rispetto alle caratteristiche generali del gruppo. 
La regione codificante della glutenina è stata clonata ed espressa mediante 
Gateway Technology. La proteina risulta ancora riconosciuta dal scFv anti-gliadina che 
ne ha permesso l’identificazione, ma solo in forma nativa e non in forma denaturata. 
Probabilmente la proteina ricombinante presenta un cambiamento di conformazione o 
un mascheramento dell’epitopo che ne annullano il riconoscimento. È in corso la 
verifica del ruolo della tioredoxina utilizzata come chaperone nell’espressione in vitro 
della proteina. Un’altra particolarità è che la proteina non viene riconosciuta dai sieri 
dei celiaci. Questo potrebbe essere messo in relazione ad una falsa negatività, nel senso 
che l’epitopo potrebbe venire riconosciuto da anticorpi prodotti a livello intestinale, ma 
non da anticorpi periferici. 
Dal punto di vista pratico della diagnosi di celiachia, i risultati presentati 
pongono comunque la necessità di una maggiore investigazione per la ricerca dei veri 
epitopi antigenici delle gliadine e/o delle altre frazioni proteiche, gluteniniche in 
particolare. Questo compito si rivela, però, non facile per il gran numero di proteine 
implicate (centinaia di geni geni codificano per queste famiglie di componenti del 
glutine) e per la diversa risposta anticorpale che potrebbe essere attuata a livello 
intestinale e periferico. 
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INTRODUZIONE 
LA MALATTIA CELIACA 
La prima descrizione clinica dettagliata della malattia celiaca (CD) risale al 
1888 [1], ma solo dalla metà del secolo scorso si sa che si tratta di una patologia 
scatenata da una particolare classe di proteine definite complessivamente glutine e 
rappresentate da gliadine (nel frumento), ordeine (nell’orzo) e secaline (nella segale) 
[2, 3]. La celiachia è considerata un’intolleranza alimentare al glutine, associata ad una 
mucosa duodenale anormale [4] e ad un elevato livello sierico di anticorpi (soprattutto 
IgA) contro la gliadina [5], tanto che generalmente ci si riferisce a questa patologia 
come ad un’enteropatia glutine dipendente. 
La malattia celiaca è presente nella popolazione con una frequenza pari all’1%, 
ma in realtà da diversi studi epidemiologici è emerso che il numero di pazienti non 
diagnosticati sarebbe addirittura dieci volte superiore rispetto ai casi con diagnosi certa, 
probabilmente in relazione all’espressione di una sintomatologia più lieve. [6] 
L’unico trattamento finora proposto è l’attuazione di una dieta priva di glutine 
(GFD, Gluten Free Diet) [7]. La dieta porta alla remissione del danno alla mucosa, che 
riacquista così le sue caratteristiche fisiologiche [8] e protegge dal rischio di sviluppare 
altre patologie autoimmuni associate alla celiachia [9]. Per contro, la mortalità in 
assenza di dieta risulta pari al 10-30% e dipende principalmente dall’aumentato rischio 
di sviluppare enteropatie associate a linfomi delle cellule T, in particolare linfomi non 
Hodgkin [10]. 
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QUADRO CLINICO 
La manifestazione clinica della celiachia prevede un’estrema variabilità di 
sintomi in relazione principalmente all’età, alla sensibilità al glutine e alla quantità di 
proteine tossiche ingerite con la dieta [11]. In base a questa variabilità la CD viene 
classificata in: 
1. conclamata, con sintomi gastrointestinali e alterata istologia della mucosa 
intestinale; 
2. silente o asintomatica, con assenza di sintomi gastrointestinali, ma istologia della 
mucosa simile alla forma conclamata; 
3. atipica, con sintomi extra-intestinali come depressione, epilessia, atassia, dermatite 
erpetiforme e miocardite; 
4. latente o potenziale, con positività ai test immunoenzimatici che ricercano gli 
anticorpi specifici della patologia, ma mucosa non alterata; 
5. refrattaria, che non presenta miglioramento in seguito all’eliminazione del glutine 
dalla dieta. [9, 12-14] 
I sintomi tipici della CD, presenti soprattutto nei bambini, includono diarrea 
cronica, gonfiore addominale, malassorbimento, malnutrizione, crescita insufficiente e 
irritabilità [15]. Più tardivamente si manifesta invece un gran numero di sintomi atipici, 
prevalentemente extraintestinali (anemia da insufficiente assorbimento di ferro ed acido 
folico, vomito, diarrea acuta, bassa statura, debolezza, depressione, fragilità ossea da 
carenza di calcio). Inoltre, attraverso meccanismi sconosciuti, una celiachia non 
diagnosticata per lungo tempo o non trattata può predisporre all’autoimmunità 
causando dermatiti erpetiformi, tiroiditi, malattie del collagene, alopecia, epatite, 
miastenia, malattie del sistema nervoso, linfomi [11, 14, 16-18]. 
Un'associazione molto frequente (1.3-16.4%) è stata riscontrata fra la malattia 
celiaca e il diabete di tipo 1 (IDDM). L’osservazione di un’aumentata associazione fra 
IDDM e celiachia e di una riduzione della comparsa del primo in seguito 
all’eliminazione del glutine dalla dieta dei pazienti, supportano l’ipotesi che proprio il 
glutine possa avere un ruolo nella patogenesi dell’IDDM. [19] La spiegazione più 
probabile della frequente comparsa simultanea delle due patologie risiede in 
similitudini relative al background genetico (legato principalmente all’HLA) e al 
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meccanismo patogenetico autoimmune (con presenza di autoanticorpi organo-specifici 
e infiltrazione di linfociti T nel sito della lesione) simili. [20-23] 
GENETICA DELLA CELIACHIA 
Sebbene ci sia una chiara predisposizione familiare [24], l’ereditarietà della 
malattia celiaca non segue un classico modello mendeliano, indicando una probabile 
eziopatogenesi multigenica e/o multifattoriale. L’elevata prevalenza della patologia 
(10%) nei parenti di primo grado e la concordanza dell’80% nei gemelli omozigoti, 
indicano comunque il coinvolgimento di fattori genetici alla base dello sviluppo della 
patologia. [7, 25] 
Il principale fattore genetico predisponente è rappresentato dal complesso 
maggiore di istocompatibilità umano di tipo II (HLAII) codificato da geni sul 
cromosoma 6p21.3. 
Il primo aplotipo associato alla celiachia (HLA–B8) [26] ha una frequenza di 
distribuzione inversamente proporzionale alla presenza delle coltivazioni di frumento 
in Europa. L’adozione del frumento quale maggiore fonte di energia può aver 
rappresentato uno svantaggio selettivo per gli individui con tale aplotipo, forse perché 
la celiachia rendeva più gravi le diarree di tipo infettivo che conducevano a morte in 
giovane età [27]. 
Il 92% dei pazienti celiaci presenta l’eterodimero DQ2, codificato da 5 
combinazioni alleliche diverse, che possono combinarsi sia in cis (DR3) che in trans 
(DR5/7): 1) α1*0501/β1*0201; 2) α1*0501/β1*0202; 3) α1*0505/β1*0201; 4) 
α1*0505/β1*0202; 5) α1*0201/β1*0202. Un altro 6% dei celiaci presenta 
l’eterodimero DQ8 con una sola combinazione di alleli (α1*0301/β1*0302) 
prevalentemente in cis (DR4), mentre il restante 2% presenta DQ atipici. [7, 28-32] 
Tuttavia il 25-30% della popolazione normale ha l’aplotipo HLA–DQ2, ma solo 
l’1% dei soggetti con questa predisposizione genetica sviluppa la CD [33], indicando il 
coinvolgimento di altri geni, probabilmente non HLA-associati (ad esempio CTLA-4), 
nella patogenesi di questa malattia. [7, 9] 
Agli HLA-DQ2 è legato un forte effetto di dosaggio genico: gli individui 
omozigoti  hanno  un rischio  5 volte  superiore  di sviluppare  la patologia  rispetto agli  
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eterozigoti. Negli omozigoti inoltre l’entità della risposta al glutine è maggiore perché 
essi presentano sulla superficie delle cellule presentanti l’antigene un numero più alto 
di molecole HLA-DQ2 in grado di legare con elevata affinità i peptidi del glutine 
rispetto agli omozigoti. [34-36] 
Recentemente è stata ricostruita la struttura molecolare del sito attivo 
dell’HLA–DQ2. Per il legame di peptidi a tale sito attivo è necessaria una carica 
negativa nelle posizioni p4, p6 e p7, mentre la presenza di cariche positive nelle catene 
laterali in p6 e p7 riduce l’interazione con l’MHC. Cariche negative sembrano 
importanti anche in p2 e p1, mentre la presenza di una catena laterale idrofobica ed 
aromatica in p9 aumenta l’affinità di legame (fig. 1). [25, 37, 38] 
 
Fig 1: catene α e β di una molecola HLA-DQ formanti la tasca che lega i peptidi gliadinici. 
Il glutine risulta privo di aminoacidi carichi, quindi non sarebbe in grado di 
legare ad alta affinità gli HLA. Una caratteristica comune degli epitopi tossici del 
glutine è, però, la presenza di molti residui di prolina e acido glutammico che fanno 
assumere alle proteine una conformazione che risulta favorita nel legame con il 
complesso MHCII perché rende disponibili dei residui di glutamina che vengono 
facilmente deamidati ad acido glutammico dall’enzima transglutaminasi tissutale di 
tipo 2, introducendo così delle cariche negative che aumentano l’affinità per l’HLA. [8, 
37, 39-41] 
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DIAGNOSI 
Istologia 
Visto che in seguito all’ingestione di glutine la mucosa intestinale va incontro 
ad alterazioni istologiche, la principale metodica di diagnosi prevede l’analisi di 
biopsie intestinali derivanti dalla seconda e terza porzione duodenale. [11] 
La mucosa intestinale normale è costituita da un sottile strato di tessuto 
muscolare (muscolaris mucosae) ricoperto dalla lamina basale; verso la parte luminale 
sono presenti i villi intestinali, mentre verso la parte basale rimangono delle cripte o 
avvallamenti. In condizioni normali il rapporto villi:cripte è maggiore o uguale a 3:1, 
mentre in seguito alla comparsa della CD si osserva un progressivo appiattimento della 
mucosa fino ad arrivare alla completa atrofia dei villi associata a ipertrofia delle cripte, 
con infiltrazione di cellule infiammatorie (plasmacellule, linfociti, eosinofili e mast-
cellule) a livello della lamina propria e aumento della presenza di immunoglobuline 
(IgA, IgG ed IgM). [42] 
Un altro effetto correlato allo sviluppo della malattia prevede una modificazione 
a livello delle giunzioni strette (tight junctions) tra gli enterociti della mucosa 
intestinale: in condizioni normali queste giunzioni impediscono il passaggio di 
macromolecole verso la lamina propria fungendo da barriera impermeabile, mentre 
nello stato di malattia si nota una modificazione citoscheletrica degli enterociti che 
permette la migrazione dei linfociti verso le cellule presentanti l’antigene (APC) che in 
questo modo possono attivarsi. [43] 
La classificazione dell’alterazione della mucosa più utilizzata è quella di Marsh 
[44] che individua (fig. 2): 
1. stadio I o lesione infiltrativa: è caratterizzato da architettura dei villi e della mucosa 
ai limiti morfologici della norma e infiltrazione di linfociti nello strato epiteliale 
2. stadio II o lesione iperplastica: l’architettura dei villi è ai limiti morfologici della 
norma e la densità dei linfociti intraepiteliali (IELs) superiore al 40% [14]; si hanno 
iperplasia delle cripte, aumento del tasso mitotico e rapporto altezza villi:profondità 
cripte inferiore a 3:1 
3. stadio III o lesione distruttiva: l’atrofia dei villi va da parziale a totale (A, B, C): gli 
enterociti hanno altezza ridotta e l’orletto a spazzola è irregolare; si osservano 
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presenza di vacuoli citoplasmatici, attività mitotica aumentata, ascessi e piccole 
ulcere a livello delle cripte 
4. stadio IV: è una condizione molto rara caratterizzata da mucosa atrofica e piatta con 
lesioni irreversibili; sono presenti popolazioni di linfociti T monoclonali con 
fenotipo aberrante [10, 11, 18, 42, 45]. 
 
Fig. 2: classificazione di Marsh del danno a livello della mucosa intestinale. 
Sierologia 
Il riconoscimento del glutine da parte degli HLA DQ2/DQ8 comporta 
l’attivazione della risposta immunitaria contro il glutine stesso, con conseguente 
comparsa a livello sierico di anticorpi specifici, principalmente di tipo IgA, diretti 
contro l’endomisio (EMA), la gliadina (AGA) e la tTG. [11, 18] 
La rilevazione, mediante test immuno-enzimatici, di questi anticorpi 
rappresenta un’indispensabile strumento di screening per la diagnosi della patologia in 
individui asintomatici a rischio, come i parenti di primo grado. Nonostante l’elevata 
sensibilità di questi test, esistono casi di celiachia caratterizzati da siero-negatività, 
probabilmente in relazione ad una secrezione ridotta (sotto la soglia rilevabile) in 
presenza di alterazioni contenute della mucosa [9]. 
Nel controllo della remissione dei danni alla mucosa dopo l’introduzione della 
GFD, il ruolo dei test sierologici è, però, limitato: il titolo anticorpale, infatti, si 
normalizza dopo un anno, ma la mucosa intestinale può rimanere alterata a livello 
morfologico ed istologico per periodi più lunghi, anche fino a 8 anni. [14] 
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Anticorpi anti-gliadina (AGA) 
Gli anticorpi anti-gliadina di classe IgA e IgG sono stati il primo marcatore 
sierologico utilizzato nella diagnosi della celiachia. La sensibilità e la specificità di 
questi anticorpi è molto bassa (rispettivamente 75%-85% e 80%-90%) vista la loro 
presenza anche in altre patologie non associate alla celiachia, come la sindrome 
dell’intestino irritabile, l’HIV e i disordini neurologici, anche se recentemente è stato 
dimostrato che gli AGA isolati da pazienti celiaci non riconoscono gli stessi epitopi 
riconosciuti dagli AGA di pazienti non celiaci. [46] 
Inoltre, l’antigene utilizzato nei test è costituito generalmente da una frazione 
purificata di α-gliadina nativa, mentre in vivo la gliadina viene digerita dalle proteasi 
gastriche e intestinali ed eventualmente modificata dalla tTG. La deamidazione sito-
specifica di peptidi derivanti dall’α-gliadina risulta aumentare il riconoscimento da 
parte degli AGA. Questo suggerisce che i peptidi di gliadina deamidati siano epitopi 
più specifici di quelli in forma nativa. [47] 
In seguito a queste osservazioni, è stato sviluppato un saggio 
immunoenzimatico per l’identificazione di IgA e IgG che riconoscono proprio peptidi 
di gliadina deamidati (DGP), che ha sensibilità e specificità rispettivamente del 97% e 
96%, quindi molto superiori rispetto agli AGA. [46] 
Studi centrati sulla sequenza della gliadina riconosciuta dagli AGA hanno 
evidenziato che la loro reattività è ristretta alla regione N-terminale che presenta 
sequenze consensus ripetute QXQPFP. Analizzando gli epitopi riconosciuti dagli AGA 
in diversi peptidi derivanti da α- e γ-gliadine, si è potuto osservare che il numero di 
aminoacidi che forma il sito riconosciuto dagli anticorpi è inferiore a 9 e che il core di 
tutti gli epitopi riconosciuti è costituito dalla sequenza PEQ. [48, 49] 
Anticorpi anti-endomisio (EMA) 
Gli EMA sono auto-anticorpi, principalmente di classe IgA, diretti contro 
antigeni presenti nella matrice del collagene e vengono evidenziati mediante 
immunofluorescenza indiretta su sezioni d’esofago di scimmia (in particolare 
l’endomisio del muscolo liscio del terzo distale, in quanto solo questa porzione è ricca 
di proteine non collageniche riconosciute da questi anticorpi) oppure su sezioni di 
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cordone ombelicale umano, dove vengono riconosciute in particolare le fibrille di 
reticolina che circondano le fibre di muscolatura liscia delle pareti di vene e arterie. 
La specificità della loro rilevazione è pari al 99%-100% e la sensibilità è del 
95% circa. Specificità e predittività sono identiche per i due substrati. [7, 9] 
Anticorpi anti-transglutaminasi di tipo 2 (TG2) 
La transglutaminasi di tipo 2 o tissutale (tTG) è stata identificata come il 
principale antigene self coinvolto nella celiachia, nonchè come l’antigene riconosciuto 
dagli anticorpi anti-endomisio. Il pattern di fluorescenza caratteristico degli EMA è 
infatti quasi perfettamente sovrapponibile a quello ottenuto utilizzando gli anticorpi 
anti-tTG. [50] 
La tTG è un enzima ubiquitario calcio-dipendente, localizzato principalmente 
nel citosol, con una piccola frazione che risulta ancorata alla membrana cellulare. 
Appartiene alla famiglia delle transglutaminasi, di cui fanno parte anche tre enzimi 
intracellulari (TG1 specifica dei cheratinociti, TG3 e TG5 specifici dell’epidermide), 
due enzimi extracellulari (fattore XIII della coagulazione e TG4 o fattore prostatico) e 
due enzimi non ancora caratterizzati (TG6 e TG7). [51] 
La TG2 svolge numerosi ruoli fisiologici: interviene nella trasduzione di segnali 
extracellulari e nel controllo dell’omeostasi cellulare e tissutale regolando la 
proliferazione, la differenziazione e il processo apoptotico. [50] 
In condizioni di pH inferiore a 7 e in assenza di residui di lisina disponibili, la 
tTG catalizza la deamidazione della glutamina ad acido glutammico [8, 52]; questa 
modificazione crea, nel glutine, gli epitopi riconosciuti dagli HLA-DQ2 (fig. 3) [53]. 
Nonostante il gran numero di glutamine nella sequenza della gliadina, solo poche 
rappresentano un substrato per l’enzima, in particolare quelle delle sequenze consensus 
QXP o QXPF (con X = Y, W, I, L). Questa specificità potrebbe spiegare l’assenza di 
tossicità delle avenine che, pur avendo un’elevata percentuale di glutamine (34%), 
presentano pochi residui di prolina e quindi un ridotto numero di motivi consensus per 
la deamidazione. [54, 55] 
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Fig. 3: legame delle molecole HLA di classe II al peptide della gladina deamidato dalla tTG. 
Lo sviluppo dell’autoimmunità contro la transglutaminasi tissutale è 
caratteristica della celiachia e le IgA anti-tTG si trovano nel 98% dei pazienti con 
malattia attiva [56]. Questi auto-anticorpi sembrano essere prodotti a livello intestinale 
e, solo successivamente, rilasciati nel sistema circolatorio [22]. 
Sono stati proposti diversi meccanismi per spiegare la presenza di questi auto-
anticorpi: fenomeni di mimica molecolare, di smascheramento di epitopi criptici nelle 
zone infiammate e di stimolazione di linfociti B anti-tTG da parte di linfociti T helper 
anti-glutine. [57] 
Nonostante i numerosi studi dedicati, il ruolo patogenetico di questi auto-
anticorpi non è stato ancora completamente chiarito: essi infatti inibirebbero solo 
parzialmente l’attività dell’enzima, mettendo in dubbio il loro coinvolgimento in vivo. 
Avrebbero, però, un ruolo nell’attivazione dell’immunità innata e contribuirebbero al 
danno alla mucosa, stimolando la proliferazione e inibendo il differenziamento delle 
cellule epiteliali [57]. 
PATOGENESI DELLA MALATTIA CELIACA 
Come precedentemente esposto, la manifestazione primaria della CD è 
rappresentata da un danno istologico a livello della mucosa del tratto duodenale e da 
una reazione immunologica della lamina propria. 
Inizialmente il danno alla mucosa è di tipo cellulare e le cellule coinvolte sono i 
linfociti T. All’interno della lamina propria si ritrovano due popolazioni di linfociti T: 
- linfociti T helper 1: sono CD4+, sensibili al glutine e producono una gran quantità 
di interferone-γ (IFN-γ) 
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- linfociti intraepiteliali: sono per la maggior parte CD8+ e hanno probabilmente 
funzione citotossica. [54, 58-60] 
Il normale rinnovo dell’epitelio è controllato dai fattori di crescita trasformanti 
α e β (TGF-α e TGF-β) e dal fattore di crescita dell’epidermide (EGF) [61]. Gli 
anticorpi contro la tTG possono interferire in modo indiretto con la differenziazione 
degli enterociti mediante l’azione del TGF-β, che può essere inibita attraverso 
l’aggiunta di un anticorpo che blocchi il fattore di crescita stesso o di un auto-anticorpo 
della classe IgA diretto contro la tTG. Questa seconda strada non permette la 
generazione della forma attiva di TGF-β a partire dal suo precursore. [8] La mancata 
differenziazione dell’epitelio dei villi, risultante nella caratteristica mucosa piatta della 
celiachia, sarebbe quindi dovuta ad un eccesso di anticorpi contro la tTG sintetizzati 
localmente [53, 62]. 
Nel rimodellamento della mucosa interviene anche il fattore di crescita dei 
cheratinociti (KGF). KGF viene prodotto dalle cellule stromali della lamina propria e la 
sua espressione è indotta da citochine pro-infiammatorie in modo paracrino e/o 
autocrino. Nei celiaci questo fattore risulta sovra-espresso e ad esso si può imputare 
l’iperplasia delle cripte a cui seguono l’espansione in volume della lamina propria e la 
riduzione della superficie epiteliale. [61] 
Un possibile meccanismo patogenetico per l’induzione e il mantenimento del 
danno alla mucosa intestinale in pazienti celiaci sembrerebbe coinvolgere 
un’imitazione molecolare tra frumento e proteine umane [63]. Proteine che 
condividerebbero sequenze con la gliadina sono: 
1. BM180, proteina localizzata nella membrana basale, che presenta un’omologia di 
sequenza di tredici aminoacidi con la regione N−terminale dell’α−gliadina [64] 
2. un ipotetico autoantigene della frazione nucleare delle cellule intestinali [63] 
3 antigeni derivanti dai fibroblasti [65] 
4. la calreticulina degli enterociti, che può inibire il legame degli AGA con peptidi 
sintetici dell’α−gliadina [66, 67] 
5. una proteina ancora ignota degli enterociti che competerebbe con i peptidi 
dell’α−gliadina nel legare gli AGA [67]. 
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Immunità innata e immunità acquisita 
Nella patogenesi della CD immunità innata e acquisita sono intimamente legate. 
Entrambe sono necessarie per l’espressione fenotipica della patologia mentre 
singolarmente non sono in grado di scatenarla [31]; in figura 4 viene presentato il 
modello proposto per l’interazione tra le due forme di risposta. 
 
Fig. 4: modello proposto per l’interazione tra la risposta immunitaria innata (nel riquadro rosso) e la 
risposta immunitaria acquisita (nel riquadro blu) nella patogenesi della CD: i peptidi del glutine 
attraversano l’epitelio intestinale mediante la via paracelluleare e transcellulare; nella lamina propria i 
peptidi determinano la maturazione di cellule dendritiche e macrofagi con conseguente produzione di IL-
15 e attivazione della risposta innata; dall’altra parte, nella forma deamidata dalla tTG, i peptidi vengono 
presentati dalle cellule dendritiche mature ai linfociti T, i quali si attivano e stimolano il 
differenziamento dei linfociti B a plasmacellule, la produzione di metalloproteasi che danneggiano il 
tessuto epiteliale e l’apoptosi cellulare. 
In condizioni normali esistono cellule B specifiche per antigeni self solubili, 
che, però, secernono anticorpi solo quando vengono stimolate dalle cellule T. Nei 
pazienti celiaci invece i cloni di cellule B auto-reattive legano la tTG, la gliadina o i 
complessi tTG-gliadina attraverso i loro recettori e presentano le sequenze di 
transglutaminasi, di gliadina o dei peptidi cross-legati, alle cellule T CD4+ attraverso 
l’HLA-DQ2. Le cellule T CD4+, in seguito allo stimolo, secernono citochine, come 
interleuchina 4 (IL-4), per permettere l’espansione dei cloni auto-reattivi di cellule B e 
la conseguente produzione di auto-anticorpi. [68-70] 
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Componenti chiave della risposta innata nell’intestino sono le cellule epiteliali, 
le cellule dendritiche ed i linfociti intra-epiteliali (IELs), cioè una miscela di linfociti T 
con TCR γ/δ+ e linfociti NK (Natural Killer) [71]. L’interazione tra queste popolazioni 
cellulari della lamina propria è mediata da citochine e chemochine. 
La principale citochina coinvolta è l’interleuchina 15 (IL-15), prodotta 
principalmente dalle cellule dendritiche ed epiteliali e dai macrofagi, con azione pro-
infiammatoria, che stimola la proliferazione di linfociti CD8+ con TCR α/β, cellule 
NK, linfociti TCR γ/δ+ e agisce come fattore di crescita per gli IELs [72]. Questa 
citochina regola la migrazione e l’attivazione degli IELs nel comparto intra-epiteliale e 
svolge un ruolo anti-apoptotico nei confronti dei linfociti, permettendo la 
sopravvivenza di cellule patogeniche; inoltre induce l’espressione, da parte delle cellule 
epiteliali, di molecole MHCI-simili (MICA e MICB) che fungono da recettori 
riconosciuti dalle cellule NK e dagli IELs TCR γ/δ+ attraverso NKGD2. L’interazione 
MIC/NKGD2 induce la morte cellulare causando il danno all’epitelio che si osserva 
nella CD [73]. Il meccanismo attraverso cui l’IL-15 svolge il suo ruolo pro-
infiammatorio sembra dipendere dalla capacità di inibire la via di trasduzione del 
segnale indotta dal TGF-β (Tranforming Growth Factor-β) [74]. 
Oltre all’IL-15, anche l’IL-8, prodotta dai monociti e dalle cellule dendritiche 
attivate, svolge un ruolo importante nella risposta immunitaria dei celiaci in quanto 
fattore chemotattico per i linfociti T. 
Un altro fattore che interviene è il TNF-α, prodotto dai monociti e dalle cellule 
dendritiche, che stimola l’espressione, da parte delle cellule endoteliali, di ICAM1 
(fattore chemotattico dei linfociti) e stimola i fibroblasti intestinali a proliferare e 
secernere metalloproteasi (MMP). Queste ultime, dissolvendo il tessuto connettivo 
sottostante l’epitelio, aumentano il danno e permettono alle plasmacellule di migrare 
nella lamina propria e ai linfociti di raggiungere le APC. [11, 36, 73] I linfociti T CD4+ 
così attivati producono grandi quantità di INF-γ che genera lo stato infiammatorio, 
riduce la resistenza delle giunzioni strette, aumentando la permeabilità alle cellule della 
risposta immunitaria e ai peptidi gliadinici, e stimola la secrezione degli anticorpi 
caratteristici della patologia. [70, 75] 
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Infezioni virali 
Le infezioni da Adenovirus umano di sierotipo 12 (Ad12) potrebbero 
rappresentare un fattore ambientale predisponente alla celiachia [76]. La proteina Elb 
(54KDa) di Ad12 ha una regione, che include un singolo residuo di glutamina ed uno 
di prolina, con sequenza omologa al dominio V dell’α-gliadina, ricco in glutamina. 
Tale regione si estende per 12 aminoacidi e include 8 residui aminoacidici identici, tra 
cui un pentapeptide [77]. La somiglianza aminoacidica tra le regioni di queste proteine 
è probabilmente dovuta al caso, poiché non sono correlate funzionalmente e non 
condividono un’origine ancestrale comune. La regione con omologia di sequenza è 
idrofila, quindi può essere localizzata sulla parte più esterna delle rispettive proteine 
[78] e questo determina cross-reattività immunologica verso tali epitopi. I peptidi 
condivisi dall’α-gliadina e Elb possono cross-reagire a livello del riconoscimento delle 
cellule T determinando la generazione di cellule T CD4+ che partecipano all’induzione 
di una risposta da parte degli anticorpi verso i determinanti antigenici della regione con 
sequenza condivisa. 
Studi recenti hanno dimostrato che frequenti infezioni da Rotavirus, che sono la 
causa più comune di gastroenterite nei bambini al di sotto dei due anni d’età, 
aumentano il rischio di sviluppare la celiachia [79]. È stato infatti identificato un 
peptide consensus (VVKGGSSSLGW) che viene riconosciuto da anticorpi di pazienti 
celiaci con malattia attiva e non da pazienti in GFD e risulta avere un’elevata omologia 
con la proteina neutralizzante maggiore VP7 di Rotavirus (VIQVGGSNVLDI). Questo 
peptide presenta, inoltre, omologia di sequenza con la regione C-terminale della tTG 
(aa 476-487), con HSP60 (Heat Shock Protein) umana, con TLR4 (Toll Like Receptor) 
e con desmoglina I. Anticorpi diretti contro questo peptide, purificati da siero di 
pazienti celiaci con malattia attiva, riconoscono sia l’antigene virale che le proteine 
omologhe. Attraverso l’interazione con TLR4 questi anticorpi attivano i monociti 
stimolando la produzione di citochine pro-infiammatorie. Inoltre, sono in grado di 
alterare la permeabilità cellulare e, attraverso l’interazione con HSP60, inducono 
citotossicità nelle cellule epiteliali dell’intestino. [80] Queste osservazioni 
suggeriscono che l’infezione da Rotavirus svolga un ruolo importante nella patogenesi 
della celiachia e che, alla base dello sviluppo dell’autoimmunità in questa patologia, ci 
sia ancora una volta un meccanismo di mimica molecolare [57, 79]. 
Introduzione 
 
 14 
IMMUNOGENICITÀ DELLA GLIADINA 
Diversi studi relativi all’attivazione della risposta immunitaria contro il glutine 
hanno dimostrato che la struttura tridimensionale della gliadina non è indispensabile a 
tale scopo e hanno spostato l’attenzione sui peptidi della gliadina che, a questo 
proposito, sono stati distinti in [31, 81-83]: 
1. tossici, in grado di indurre danni tissutali alla mucosa intestinale indipendentemente 
dall’attivazione dei linfociti T helper, che esplicano la loro attività attraverso 
l’attivazione della risposta immunitaria innata; 
2. immunogenici, in grado di stimolare in modo specifico linee cellulari di linfociti T 
HLA-DQ2/DQ8 e linfociti B e quindi di attivare la risposta immunitaria acquisita. 
Il più noto fra i peptidi tossici è il frammento 31-43 dell’α-gliadina 
(LGQQQPFPPQQPY), che viene trasportato attraverso la mucosa dei pazienti celiaci 
in quantità due volte superiori rispetto a quanto succede negli individui sani e non ha 
attività immunogenica nei confronti dei linfociti T helper [58, 84-86]. L’incubazione di 
biopsie intestinali di pazienti celiaci con il peptide tossico 31-43 genera, dopo solo tre 
ore, un incremento notevole della secrezione di IL-15 e l’espressione di ICAM1 da 
parte delle cellule endoteliali; inoltre, si osservano riarrangiamento dell’actina e 
proliferazione cellulare. Dopo 24 ore dall’incubazione si hanno aumento della 
migrazione di IELs e NK nella lamina propria e del tasso di apoptosi cellulare. Questo 
tipo di reazione non si osserva né trattando le biopsie con peptidi immunogenici né 
trattando con p31-43 biopsie di individui sani. [72, 84, 87] 
Si è anche osservato che frammenti di gliadina risultano indurre, in vitro, la 
maturazione fenotipica e funzionale di cellule dendritiche, causando iper-espressione 
dei markers di attivazione (CD86, CD80, HLA-DR), riduzione delle capacità di 
fagocitosi e aumento della secrezione di citochine pro-infiammatorie e chemochine. 
Un effetto particolare della gliadina è di causare un incremento dell’espressione 
intracellulare di zonulina, molecola che regola la polimerizzazione dei microfilamenti 
di actina e l’apertura delle giunzioni strette. La conseguenza è un aumento della 
permeabilità intestinale e quindi un ingresso facilitato di peptidi immunogenici e tossici 
nella lamina propria. [43, 87, 88] La ricerca di anticorpi diretti contro l’actina 
sembrerebbe un utile indicatore di danno istologico, in quanto la loro presenza e il loro 
titolo sembrano essere correlati positivamente con il grado di atrofia dei villi [89]. 
Introduzione 
 
 15 
Negli studi tesi ad individuare gli epitopi riconosciuti dai linfociti glutine-
specifici sono stati sequenziati diversi geni di gliadine e proteine correlate, espressi poi 
in E. coli, generando un pannello di peptidi sintetici su cui sono stati testati i cloni di 
linfociti T isolati da biopsia duodenale di pazienti celiaci [90]. In questo modo sono 
state identificate le sequenze minime indispensabili per stimolare i linfociti, riassunte in 
tabella 1. 
epitopo fonte 
sequenza nativa 
del core 
α-I α-gliadina, ricombinante PFPQPQLPY 
α-II α-gliadina, ricombinante PYPQPQLPY 
α-III α-gliadina, ricombinante PQPQLPYPQ 
Gli-α 20 α–gliadina, peptide sintetico FRPQQPYPQ 
γ-I γ–gliadina PQQSFPQQQ 
γ-II (Gli-γ 30) γ–gliadina IQPQQPAQL 
γ-III γ-gliadina, ricombinante QQPQQPYPQ 
γ-IV γ-gliadina, ricombinante SQPQQQFPQ 
γ-VI a γ–gliadina, peptide sintetico QQPFPQQPQ 
γ-VI b γ–gliadina, peptide sintetico QQPYPQQPQ 
γ-VII a γ–gliadina, peptide sintetico PQPQQQFPQ 
γ-VII b γ–gliadina, peptide sintetico QQPQQPFPQ 
Glia-γ 2 γ-gliadina  PYPQQPQQP 
Glu-5 (Var 1) non definita QIPQQPQQF 
Glu-5 (Var 2) non definita QLPQQPQQF 
Glt 17 (Var 1) LMW-glutenina, peptide sintetico PFSQQQQPV 
Glt 17 (Var 2) LMW-glutenina, peptide sintetico PFSQQQQPI 
Hor-α 2/ Sec α 2 ordenine/secaline, peptide sintetico PQPQQPFPQ 
Hor-α 9/ Sec α 9 ordenine/secaline, peptide sintetico PFPQPQQPF 
Avenin- I (Av- α 9A) avenine, peptide sintetico PYPEQQEPF 
Avenin- II (Av- α 9B) avenine, peptide sintetico PYPEQQQPF 
Tab. 1: riassunto degli epitopi noti riconosciuti da linfociti T di celiaci. [91] 
Sottoponendo i linfociti T a test di proliferazione in presenza di frazioni 
purificate di gliadina, sono stati individuati i seguenti frammenti proteici che 
contengono gli epitopi sopra elencati: 
1. il frammento B3142, corrispondente alla regione 3-55 dell’α-gliadina e i due 
prodotti derivanti dalla sua digestione con chimotripsina, cioè CT1 (VPVPQ 
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LQPQNPSQQQPQEQVPL) e CT2 (VQQQQFPGQQQPFPPQQPYPQPQPFPS 
QQPY); questi due peptidi risultano essere attivi su cellule in coltura come il 
frammento integro; hanno in comune le sequenze PSQQ e QQQP; l’analisi di 
pannelli di peptidi sintetici ha dimostrato che la presenza dell’uno o dell’altro 
motivo è indispensabile per l’attivazione dei linfociti T HLA-DQ2 [81] 
2. la sequenza di 11 amminoacidi SGQGSFQPSQQ, corrispondente alla regione 
206-216 al C-terminale dell’α-gliadina, riconosciuta da cloni di linfociti T HLA-
DQ8 isolati da biopsia intestinale di pazienti celiaci; questo epitopo risulta essere 
la sequenza minima necessaria per stimolare questo tipo di cellule T e contiene la 
sequenza PSQQ [92] 
3. il frammento sintetico QLQPFPQPELPYPQPQPQS, corrispondente alla regione 
57-73 dell’α-gliadina, riconosciuto da una popolazione HLA-DQ2 di linfociti 
isolati da sangue periferico di pazienti celiaci a cui è stato somministrato glutine; 
la sequenza riconosciuta presenta la glutamina 65 deamidata [93]. Il 57% dei 
pazienti celiaci presenta, a livello sierico, IgA che riconoscono questo peptide che 
stimola i linfociti T attraverso la sequenza PXPQP [94] 
4. i peptidi α-2 glia (PQPQLPYPQPQLPY) e α-9 glia (QLQPFPQPQLPY), 
corrispondenti rispettivamente alle sequenze 62-75 e 57-68 dell’α-gliadina; questi 
due epitopi sono riconosciuti da cloni di linfociti T DQ2, sono parzialmente 
sovrapposti e presentano 7 aminoacidi in comune; hanno inoltre il residuo di 
glutamina in posizione 65 deamidato, che risulta indispensabile per il 
riconoscimento [95]. Somministrati a pazienti in GFD, questi peptidi determinano 
un peggioramento del quadro clinico, una riduzione significativa del rapporto 
altezza villi:profondità cripte e un aumento del numero di linfociti intraepiteliali; 
utilizzati per stimolare cellule T isolate da pazienti celiaci, determinano un 
incremento della secrezione di INF-γ [96]. Entrambi gli epitopi sono resistenti ad 
incubazione con endoproteasi pancreatiche e il processamento da parte della 
dipeptidil-peptidasi IV (enzima dell’orletto a spazzola degli enterociti) all’N-
terminale è rallentato; inoltre, la sequenza PQPQLPY risulta resistente alla 
digestione da parte di dipeptidil-carbossipeptidasi I, un altro enzima dell’orletto a 
spazzola [82] 
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5. l’epitopo α-20 glia (FRPQQPYPQ), isolato da un pannello di peptidi sintetici, che 
contiene il motivo PQQ, corrispondente al core degli epitopi riconosciuti dagli 
AGA [97] 
6. il frammento 33-mer (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF) 
corrispondente alla regione 56-88 dell’α-gliadina, generato dalla digestione in 
vitro della gliadina con proteasi gastriche e pancreatiche; contiene 6 copie 
parzialmente sovrapposte dei 3 epitopi principali riconosciuti dai linfociti T 
(PFPQPQLPY, PQPQLPYPQ e PYPQPQLPY) e li stimola maggiormente 
rispetto ai peptidi più corti (α-2 glia, α-9 glia e α-20 glia) contenenti uno solo 
degli epitopi [98]. È un substrato della tTG e la deamidazione sito-specifica 
genera un aumento dell’affinità per l’HLA-DQ2 e potenzia l’attivazione dei 
linfociti T sensibili. Inoltre è resistente, in vitro, ad incubazione prolungata con 
proteasi pancreatiche e gastriche, alla digestione con enzimi isolati dall’orletto a 
spazzola sia umani che murini; questa resistenza alla digestione è stata osservata 
anche in vivo, in topi adulti sottoposti a test di perfusione. È ricco in proline, che 
rappresentano il 40% dei residui, e assume una conformazione ad elica 
poliprolinica di tipo II, caratteristica degli epitopi che legano gli MHC di classe II 
[98, 99] 
7. il frammento 26-mer di γ5-gliadina (FLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ), 
identificato mediante approccio computazionale, che contiene motivi in comune 
con il 33-mer ed è resistente alle proteasi pancreatiche e a quelle dell’orletto a 
spazzola come il 33-mer, pur essendo meno stabile [91]. 
Al fine di individuare, invece gli epitopi riconosciuti dai linfociti B, sono stati 
testati sieri di pazienti celiaci per valutare il riconoscimento dei peptidi sintetici. Da 
questi studi sono state individuate cinque principali sequenze consensus riconosciute: 
1. QXQPFP, corrispondente alla regione 33-65 dell’α-gliadina, riconosciuta sia da 
IgA che IgG (con X = P, Q e L) 
2. WQIPEQ, corrispondente alla regione 167-172 dell’α-gliadina; in questo caso il 
riconoscimento è differente tra i due isotipi anticorpali; infatti, mentre per le IgA 
il riconoscimento copre l’intera sequenza consensus, per le IgG è ristretto a IPEQ 
3. QGXFQP, corrispondente alle regione 239-244 dell’α-gliadina; anche in questo 
caso la sequenza riconosciuta dalle IgG è più ristretta XFQP (con X = F e S) 
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4. PQQLPQ, corrispondente alla regione 256-262 dell’α-gliadina, riconosciuta sia 
da IgA che da IgG 
5. QPQQPF, corrispondente alla regione 15-118 della γ-gliadina. 
Dagli stessi studi è emerso che per gli ultimi due epitopi la deamidazione sito-
specifica operata della tTG, che genera il motivo PEQ, aumenta notevolmente il 
riconoscimento da parte degli anticorpi [47, 48, 100, 101]. 
Il confronto tra gli epitopi isolati ha permesso di individuare le caratteristiche 
comuni ai peptidi immunogenici: 
1. sono localizzati in regioni ricche in proline; questa caratteristica risulta importante 
in quanto peptidasi e proteasi di mammifero non riescono a scindere il legame 
peptidico in posizione N- o C-terminale rispetto ad una prolina; inoltre l’MHCII ha 
un’elevata capacità di accomodare peptidi ricchi in prolina [54, 85] 
2. sono substrati della tTG e la deamidazione potenzia il riconoscimento; infatti la 
risposta contro i peptidi non deamidati è pari al 50% della risposta contro la forma 
deamidata [102] 
3. in condizioni di equilibrio, possono occupare una frazione rilevante dei siti attivi 
dell’enzima e nella mucosa duodenale di pazienti celiaci si possono isolare 
complessi sovramolecolari di tTG e gliadina [103]; questo può essere alla base del 
meccanismo di risposta anticorpale contro la tTG; infatti, se le cellule presentanti 
l’antigene (APC) internalizzassero i complessi gliadina-tTG, si potrebbe avere la 
presentazione di frammenti di entrambe le proteine e la produzione di anticorpi 
anti-gliadina e anti-tTG [39, 104] 
4. sono riconosciuti dal DQ2 e presentati ai linfociti CD4+; la sostituzione dei residui 
in p2, p3, p5 e p8 sembra influenzare l’attivazione dei linfociti, indicando che 
queste posizioni potrebbero essere indispensabili per l’interazione con il recettore 
delle cellule T (TCR) [99, 102] 
5. si trovano all’interno di peptidi più lunghi e multivalenti; a causa della diminuzione 
della degradazione del glutine che si osserva nei pazienti celiaci, da questi peptidi 
multivalenti vengono rilasciati frammenti oligopeptidici, tra cui quelli 
immunogenici e quelli tossici [31, 58, 82]. 
Un’analisi del proteoma del glutine, tenendo conto di queste caratteristiche, ha 
evidenziato più di 50 potenziali peptidi immunogenici e l’analisi di 157 proteine del 
glutine ha dimostrato che oltre il 51% contiene uno o più epitopi noti [49, 105]. Inoltre, 
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si è rilevata la presenza di sequenze resistenti a proteolisi in α- e γ-gliadine, glutenine, 
secaline e ordeine; nelle avenine, invece, non ci sono peptidi resistenti alla digestione 
di dimensioni superiori a 8 aminoacidi [31, 91]. 
La presenza di potenziali peptidi immunogenici in ordeine, secaline e glutenine 
potrebbe essere alla base della capacità di queste proteine di attivare linee cellulari di 
linfociti T gliadina-specifici isolate da mucosa di celiaco [54, 60, 106]. D’altra parte, la 
minore resistenza alla digestione delle avenine, dovuta ad un contenuto di proline più 
basso (10%), è uno dei motivi dell’assenza di potenziali peptidi immunogenici e della 
ridotta tossicità dell’avena per i celiaci [60, 107]. 
POSSIBILITÀ TERAPEUTICHE 
La celiachia non è una classica malattia autoimmune; gli anticorpi IgA infatti 
scompaiono quando la gliadina viene rimossa dalla dieta e il danno alla mucosa è 
reversibile senza residui fibrotici o cicatrici [50]. 
Come precedentemente indicato, l’unica terapia attualmente riconosciuta è la 
dieta priva di glutine. Per garantire la tolleranza a questa sostanza il consumo 
giornaliero di glutine dovrebbe essere inferiore a 50mg, ben lontano dai 13g che 
rappresentano il consumo quotidiano nei Paesi occidentali [8]. Una dieta 
completamente priva di glutine è indispensabile per mantenere sotto controllo i 
sintomi, evitare gli scompensi nutrizionali ed il calo dei livelli ematici di acido folico e 
ferritina, diminuire in maniera significativa il rischio di contrarre malattie dello 
scheletro e l’insorgenza di tumori maligni [33]. 
In relazione all’ipotesi della mimica molecolare fra gliadina ed endomisio alla 
base della patogenesi della CD, lo sviluppo di nuove terapie potrebbe prevedere: 
- la somministrazione orale dell’auto-antigene per indurre la tolleranza [50] 
- il blocco dell’azione degli anticorpi grazie all’uso di peptidi inibitori [67] 
- la creazione di frumento non-tossico rimuovendo o modificando le sequenze 
antigeniche nella gliadina [93] 
- lo sviluppo di una terapia con peptidi antagonisti alterati [93]. 
Anche la conoscenza, seppure incompleta, della tossicità del glutine nella 
malattia celiaca, ha permesso di individuare strategie terapeutiche alternative alla GFD: 
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- una prima possibilità, legata alla resistenza alla digestione dei peptidi tossici e 
immunogenici, potrebbe risiedere nel pre-trattamento del glutine con 
prolilendopeptidasi di Flavobacterium meningosepticum, enzima in grado di 
digerire, in vitro, tutti i peptidi ricchi in proline e di eliminare così i peptidi 
immunogenici e tossici [14] 
- l’osservazione che i peptidi α-2 glia, α-9 glia e α-20 glia non sono distribuiti 
casualmente a livello genico, ma sono presenti in maggior numero nel genoma D, 
che una sequenza omologa al 33-mer sembra essere codificata dal cromosoma 6D e 
che esistono varietà di frumento a più basso contenuto di sequenze tossiche, 
permette di dar vita a strategie d’ibridazione tese a ridurre il contenuto di proteine 
codificate dal genoma D e ad ottenere una varietà di frumento meno tossico per i 
celiaci [108, 109] 
- un’altra possibilità terapeutica è legata al fatto che è possibile identificare le 
modificazioni aminoacidiche degli epitopi presenti nel glutine che li rendano non 
tossici e in grado di fungere da antagonisti all’attivazione dei linfociti T; questi 
antagonisti sono definiti APL (Altered Peptide Ligand Antagonists). Recentemente 
è stato individuato un APL di sintesi corrispondente al frammento 57-73 dell’α-
gliadina con la prolina 67 sostituita da alanina; questa singola sostituzione sembra 
ridurre la produzione di INF-γ da parte dei linfociti T indotta dallo stesso 
frammento non modificato [110] 
- infine, un decapeptide derivato da grano duro risulta in grado di proteggere, in 
vitro, dagli effetti tossici della gliadina e determina una riduzione della 
proliferazione e della produzione di citochine pro-infiammatorie da parte di 
linfociti T attivati; inoltre aumenta il rilascio di IL-10, citochina anti-infiammatoria. 
Un’iper-espressione di questo decapeptide potrebbe rendere il frumento non tossico 
[111]. 
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ORIGINE, STORIA E CARATTERISTICHE DEL FRUMENTO 
ESAPLOIDE 
I cereali fanno parte della famiglia delle Graminacee che include tre diverse 
sottofamiglie:  
- Pooideae, di cui fanno parte 2 tribù: 
- Triticeae, che comprende i generi frumento, segale e orzo 
- Aveneae, di cui fa parte il genere avena 
- Bambusoideae, di cui fa parte il genere riso 
- Panicoideae, di cui fanno parte i generi mais, sorgo e miglio. 
Riso, mais, sorgo e miglio sono tassonomicamente più distanti rispetto a segale, 
frumento e orzo, che hanno invece un progenitore ancestrale comune. [59] 
Il frumento della specie Triticum aestivum, la cui farina è utilizzata negli 
impasti del pane e della pasta, è alloesaploide e deriva da 3 diversi genomi, indicati con 
le lettere A, B e D, ognuno dei quali è costituito da 7 paia di cromosomi (AABBDD = 
2n = 6x = 42). La grandezza dei genomi delle diverse specie di cereali varia 
moltissimo: si passa da genomi di 400Mbp per il riso e il miglio a genomi di 
16000Mbp per il frumento, che risulta quindi essere uno dei più complessi; all’interno 
dei genomi l’ordine dei geni e la loro localizzazione cromosomica risulta, però, 
altamente conservata nonostante riso, mais e frumento divergano di 50 milioni di anni. 
Grazie a indicazioni di tipo citogenetico e molecolare si è visto che la sottospecie 
selvatica esaploide del Triticum aestivum molto probabilmente deriva da alcune 
mutazioni di progenitori esaploidi, che a loro volta originano dall’ibridazione del 
frumento tetraploide (Triticum dicoccum e Triticum turgidum, AABB, 2n=4x=28) con 
una pianta diploide di Aegilops squarrosa (DD, 2n = 2x = 14) (fig. 5). [112] 
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Fig. 5: rappresentazione schematica dell’evoluzione del frumento: la specie diploide Triticum 
monococcum (a) (2n=14, AA) è stato naturalmente impollinato da Aegilops speltoides (2n=14, BB); la 
successiva duplicazione del genoma mediante poliploidia naturale ha dato origine a numerose specie 
selvatiche tetraploidi come Triticum dicoccum (b) (2n=28, AABB), mentre fenomeni di impollinazione 
naturale di specie tetraploidi con altre specie selvatiche, come Aegilops squarrosa (2n=14, DD), hanno 
dato origine a specie esaploidi (2n=42, AABBDD). 
Delle 16000Mbp che costituiscono il genoma del frumento, circa l’80% è 
rappresentato da sequenze di DNA ripetitive non codificanti che risultano specie-
specifiche; fra queste è sparso un numero molto ridotto di singoli geni codificanti [113, 
114]. Su ogni cromosoma ci sono circa 6-8 regioni ricche di geni separate da regioni 
povere di geni, che sono costituite da sequenze ripetitive di retrotrasposoni, pseudogeni 
ed eterocromatina. Le regioni povere di geni sono distribuite in modo irregolare lungo i 
cromosomi e risultano concentrate a livello dei centromeri o in prossimità di regioni 
ricche di geni o agli apici dei cromosomi stessi. [115] 
 PROTEINE DEL FRUMENTO 
Un primo studio sistematico delle proteine del frumento risalente al 1907 
proponeva un sistema di classificazione delle proteine di riserva in base alla loro 
solubilità e ha portato all’individuazione di quattro classi: 
- albumine: solubili in acqua 
- globuline: solubili in soluzioni saline 
- gliadine: solubili in etanolo 70-90% 
- glutenine: solubili in acidi o alcali diluiti. 
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Una classificazione più attuale tende, invece, a dividere le proteine in tre 
gruppi: 
- di riserva 
- strutturali e metaboliche 
- protettive. 
Nel grano le maggiori proteine di riserva sono le prolamine, costituite da una 
miscela di gliadine e glutenine, proteine ricche in proline (1 residuo su 7) e glutamine 
(1 residuo su 3), ma povere in lisina, acido aspartico, arginina, acido glutammico e 
istidina [116], che si localizzano nella parte ricca di amido dell’endosperma. Le altre 
classi proteiche non sono state ancora ben caratterizzate sia perché il loro ruolo nella 
determinazione della qualità della farina non è ancora ben definito, sia perché sono 
componenti minori dell’endosperma. La sintesi delle proteine di riserva avviene a 
livello del reticolo endoplasmico rugoso (RER) e poi esse vengono trasportate, 
all’interno di vacuoli specifici, attraverso il lume dell’apparato di Golgi, per essere 
infine depositate in corpi di riserva. [117] 
Un ulteriore sistema di classificazione suddivide tutte le prolamine delle 
Triticeae (frumento, orzo e segale) in base al contenuto di zolfo: 
- ricche di zolfo 
- povere di zolfo 
- ad alto peso molecolare (HMW). [118] 
Per meglio comprendere le successive analisi delle singole frazioni proteiche, in figura 
6 viene riportata una sezione della cariosside del frumento. 
 
Fig. 6: sezione della cariosside di frumento. 
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Albumine, globuline e triticine 
Albumine e globuline si accumulano a livello dell’involucro del seme, 
dell’embrione e dello strato aleuronico e costituiscono circa il 20% della cariosside. I 
geni che codificano per queste proteine sono localizzati sui cromosomi dei gruppi 3, 4, 
5, 6, e 7. 
Le globuline in particolare (PM = 20-30KDa) sono molto solubili in soluzioni 
saline e hanno una sequenza molto simile, probabilmente omologa, alle viciline dei 
legumi e di altre dicotiledoni. All’interno delle cellule si trovano in corpi di riserva, 
dove svolgono principalmente la funzione di immagazzinamento. Sono composte da 
subunità multiple tenute insieme da forze di legame non covalenti (come interazioni 
idrofobiche, elettrostatiche e legami idrogeno) e per questo vengono definite etero-
oligomeri non equimolari. Un’analisi più approfondita ha dimostrato che le subunità 
che compongono le globuline si possono raggruppare in due range di pesi molecolari: 
tra 20 e 27KDa e tra 30 e 37KDa; si è quindi ipotizzato che questi due gruppi possano 
corrispondere rispettivamente a subunità basiche e acide. [119] 
Le triticine sono proteine tetrameriche localizzate nei corpi proteici a livello 
dell’endosperma amilaceo dei chicchi. In termini di composizione aminoacidica, hanno 
un contenuto in lisina e treonina più elevato rispetto alle proteine del glutine. Le 
triticine vengono codificate da geni che si trovano strettamente associati sul braccio 
corto dei cromosomi 1A (locus Tri-A1) e 1D (locus Tri-D1). In quanto a solubilità, si 
comportano come le globuline, quindi sono solubili in soluzioni saline. [118, 120, 121] 
Gliadine e glutenine 
Gliadine e glutenine sono le principali frazioni proteiche del glutine e sono 
responsabili delle caratteristiche tecnologiche e nutrizionali dei prodotti a base di farina 
di frumento; in particolare le glutenine sono responsabili della viscosità ed elasticità, 
mentre le gliadine dell’estensibilità degli impasti. Mentre le gliadine sono 
monomeriche, le glutenine sono polimeriche, stabilizzate da ponti disolfuro; è 
possibile, però, che alcune gliadine diventino parte dei polimeri gluteninici se il 
numero dei residui cisteinici risulta mutato. [122] 
La loro sintesi si verifica in un preciso lasso di tempo durante il processo di 
formazione del seme, in cui i trascritti di mRNA che codificano per queste proteine 
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sono presenti esclusivamente nei tessuti di riserva. [114, 123] Queste proteine vengono 
depositate nei corpi proteici dei vacuoli. È stata dimostrata l’esistenza di due differenti 
tipi di corpi proteici, a bassa e ad alta densità, che si accumulano contemporaneamente 
ed indipendentemente durante lo sviluppo delle cellule dell’endosperma. Date le 
notevoli dimensioni dei corpi proteici, essi vengono trasportati direttamente a livello 
dei vacuoli senza passare attraverso l’apparato del Golgi. Tuttavia questo tipo di 
trasporto può operare simultaneamente ad una via Golgi-mediata verso i vacuoli, nei 
quali le proteine si condensano nei corpi proteici a livello del reticolo post-
endoplasmico. Dagli studi effettuati si è potuto osservare che le gliadine sembrano 
essere trasportate con entrambe le vie. Le glutenine, invece, sono sintetizzate sulla 
membrana dei polisomi e sequestrate a livello del reticolo endoplasmico rugoso (RER) 
e studi di microscopia ottica hanno messo in evidenza come utilizzino solamente la via 
Golgi-mediata. [112, 124] 
Gliadine 
Le gliadine costituiscono la principale frazione proteica di riserva dei chicchi e 
hanno un elevato contenuto in glutamine (30-50%) e proline (15-30%), ma uno scarso 
contenuto in lisine e aminoacidi ionici (istidina, arginina, lisina e gruppi carbossilici 
liberi di acido aspartico e glutammico). [109, 113, 125, 126] 
Le gliadine sono proteine monomeriche in quanto naturalmente prive di residui 
di cisteina o perchè tutti i residui di cisteina presenti sono impegnati in legami disolfuro 
intramolecolari. Le gliadine hanno un peso molecolare compreso tra 30 e 70KDa e 
sono state classificate in α-, β-, γ- e ω-gliadine in base alla loro mobilità elettroforetica 
in ambiente acido (fig. 7). [81, 127-129] 
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Fig. 7: gel di poliacrilamide a pH acido (A-PAGE) di gliadine di frumento; le α-gliadine rappresentano 
la frazione più mobile, le ω-gliadine le α- meno. 
Le α- e β-gliadine hanno un peso molecolare compreso tra 30 e 50KDa e hanno 
una sequenza aminoacidica molto simile, tanto che spesso vengono classificate 
complessivamente come α/β-gliadine. In figura 8 è riportata la struttura schematica 
delle α/β-gliadine. Le α-gliadine sono presenti solo nel frumento e nelle specie 
correlate di Triticum ed Aegilops, ma non in orzo e segale. Le sequenze dimostrano che 
la struttura primaria di queste proteine è costituita da diversi domini di dimensioni 
variabili, una caratteristica comune a tutte le prolamine. La regione N-terminale è un 
breve dominio costituito da 5 residui aminoacidici (VRVPV). Il dominio centrale 
ripetitivo ha più di 100 residui organizzati come sequenze ripetute di uno o due motivi 
costituiti da glutamina, prolina e aminoacidi idrofobici (fenilalanina o tirosina), ma 
privi di cisteine: PQPQPFP e PQQPY. La regione C-terminale, un dominio non 
ripetuto, è costituita da una serie di segmenti di poliglutamine e sequenze uniche 
particolarmente ricche in lisina e arginina che contengono sei residui di cisteina. [122] 
 
Fig. 8: struttura schematica di un’α/β-gliadina. La proteina consiste di una sequenza segnale, un corto 
peptide N-terminale, un dominio ripetitivo e un più lungo dominio non ripetitivo, separato da due 
sequenze poliglutamine ripetute. 
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Le γ-gliadine hanno lo stesso peso molecolare delle α/β-gliadine, ma 
differiscono nella quantità di acido aspartico, prolina, metionina, tirosina, fenilalanina e 
triptofano. Anche le γ-gliadine sono formate da tre regioni distinte: un breve dominio 
N-terminale di 12 residui (NMQVDPSGQVQW), un dominio centrale formato dalla 
ripetizione di una sequenza ricca in prolina e glutamina (PQQPFPQ) e un dominio C-
terminale con otto residui di cisteina. Il dominio ripetuto è ricco di β-foglietti che 
possono formare una struttura più estesa; il dominio non ripetitivo è ricco invece in α-
eliche. 
Le ω-gliadine hanno un peso molecolare compreso tra 44 e 74KDa e 
differiscono nella composizione aminoacidica dalle altre in quanto prive di cisteine. 
Sono caratterizzate da più alti livelli di glutamina, prolina e fenilalanina che 
rappresenta più dell’80% dei residui aminoacidici totali. Sulla base delle sequenze N-
terminali, si possono distinguere tre differenti tipi di ω-gliadine, chiamate ARQ-, KEL- 
e SRL-. Il dominio centrale è costituito da una sequenza ripetuta di otto aminoacidi: 
PQQPFPQQ. [109, 121, 129-132] 
I geni che codificano per queste proteine sono localizzati sul braccio corto dei 
cromosomi dei gruppi 1 e 6. I loci che codificano per la maggior parte delle α- e β-
gliadine sono localizzati sui cromosomi della serie 6 e sono indicati come Gli-2 (Gli-
A2, Gli-B2, Gli-D2), mentre quelli codificanti la maggior parte delle γ- e ω-gliadine 
sono localizzati sui cromosomi della serie 1 e sono indicati come Gli-1 (Gli-A1, Gli-
B1, Gli-D1). I loci che codificano per le α/β-gliadine sono multigenici e comprendono 
25-150 geni a seconda delle specie di frumento; queste differenze sono probabilmente 
dovute a duplicazioni o delezioni che in alcune linee di frumento portano alla perdita di 
un’intera classe di geni. [133] Il 50% di questi geni sono in realtà pseudogeni con 
sostituzioni C→T che portano a codoni di stop. Per le γ-gliadine è stato identificato un 
numero di geni compreso tra 17 e 39 e per le ω-gliadine da 15 a 18. [109, 115, 134] 
Glutenine 
Le glutenine sono proteine polimeriche con un peso molecolare che può variare 
da 60KDa fino a milioni di Da, costituendo i polimeri di maggiori dimensioni presenti 
in natura. Queste proteine sono costituite da una miscela eterogenea di polimeri uniti da 
legami disolfuro e possono essere classificate in quattro gruppi in base alla loro 
mobilità elettroforetica dopo riduzione dei legami S-S. Il gruppo A ha un peso 
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molecolare compreso tra 80 e 120KDa e corrisponde alle subunità delle glutenine ad 
alto peso molecolare (HMW-GS). I gruppi B e C hanno un peso molecolare compreso 
tra 30 e 40 KDa, corrispondono alle subunità delle glutenine a basso peso molecolare 
(LMW-GS) e comprendono proteine simili alle α- e γ-gliadine. Il gruppo D deriva 
anch’esso dalle LMW-GS, ma è costituito prevalentemente da proteine acide simili alle 
ω-gliadine. [121] In figura 9 sono riportate le frazioni gluteniniche separate mediante 
SDS-PAGE monodimensionale e bidimensionale. 
 
Fig. 9: a) classificazione e peso molecolare delle subunità delle glutenine comprese nei 
gruppi A, B, C, D in SDS-PAGE monodimensionale; b) elettroforesi bidimensionale di 
subunità gluteniniche: sono indicati i tipi B- e C- delle HMW-GS e il tipo D- delle LMW-GS. 
Subunità ad alto peso molecolare (HMW-GS) 
Le glutenine ad alto peso molecolare sono la componente minore in termini di 
quantità: rappresentano solo il 5-10% delle proteine totali della cariosside matura. A 
differenza delle altre proteine di frumento, hanno un alto contenuto in glicina (più del 
20%) e un basso contenuto in prolina. [135] 
Le HMW-GS hanno un peso molecolare compreso tra 70 e 90KDa e sono 
caratterizzate da una regione centrale, con conformazione a β-foglietto, ricca di 
glutamine e proline, responsabili dell’elasticità e flessibilità della struttura proteica, e 
da regioni terminali, che presentano struttura ad α-elica e contengono residui di cisteine 
coinvolti nella formazione dei ponti disolfuro. 
Sono codificate da geni i cui loci sono localizzati sui bracci lunghi dei 
cromosomi 1A, 1B e 1D (indicati come Glu-A1, Glu-B1 e Glu-D1). [115, 124] 
Ciascuno di questi loci include due geni strettamente associati che codificano per due 
tipi diversi di HMW-GS: le subunità di tipo x e y. La subunità di tipo x ha una mobilità 
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elettroforetica minore in SDS-PAGE che rispecchia un peso molecolare più elevato 
rispetto alla subunità y [127]. Le subunità dei geni 1Dx, 1Bx e 1Dy sono espresse in 
tutte le coltivazioni di Triticum aestivum, mentre quelle dei geni 1By e 1Ax solo in 
alcune [116]. Le subunità HMW-GS di tipo x e y sono costituite da tre domini: un 
dominio N-terminale di circa 100 residui, un dominio centrale ripetuto, costituito da un 
corto motivo che rappresenta circa l’85% della sequenza della proteina e un dominio 
C-terminale di circa 50 residui. Le subunità di tipo x possiedono quattro residui di 
cisteina per catena polipeptidica, di cui tre localizzati nella regione N-terminale ed uno 
nella sequenza C-terminale. Le subunità di tipo y possiedono sette residui cisteinici, di 
cui cinque localizzati nell’estremità N-terminale e due in quella C-terminale. La 
differenza che si osserva tra le subunità di tipo x e y, relativamente al numero di 
cisteine presenti nel dominio N-terminale, è dovuta probabilmente ad un evento di 
delezione che ha coinvolto due delle cinque cisteine presenti nell’estremità N-terminale 
delle subunità di tipo y. Da un punto di vista funzionale le HMW-GS agiscono come 
elementi estensori dei polimeri del glutine formando legami inter-molecolari con le 
altre subunità gluteniniche mediante due delle cinque cisteine presenti nella catena 
polipeptidica, una localizzata nel dominio N-terminale e l’altra nel dominio C-
terminale. [136] I residui di cisteina presenti sono coinvolti, inoltre, nella formazione di 
ponti disolfuro intra-molecolari tra le HMW-GS e le LMW-GS per formare polimeri di 
proteine con un range di dimensioni che può arrivare al milione di Dalton [121, 123, 
132, 137]. 
 
Fig. 10: rappresentazione schematica della catena polipeptidica delle HMW-GS di tipo x e y. Sono 
indicati i residui di cisteina (SH), 4 per il tipo x e 7 per il tipo y. 
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Subunità a basso peso molecolare (LMW-GS) 
Le subunità LMW-GS vengono classicamente suddivise in 3 gruppi: B, C e D, 
in base al peso molecolare e al punto isoelettrico. Le più rappresentative sono quelle 
del gruppo B, che hanno un peso molecolare tra 42 e 51KDa; quelle del gruppo D 
invece hanno un peso molecolare tra 55 e 70KDa e corrispondono a ω-gliadine mutate, 
in quanto contengono una cisteina in più che risulta spaiata e induce un comportamento 
alterato. Le proteine del gruppo C invece hanno un peso molecolare compreso tra 30 e 
40KDa; questo è il gruppo meno caratterizzato a causa delle difficoltà nella 
separazione e purificazione dovute alle forti similitudini con le subunità B che vengono 
co-estratte. [138] 
Sulla base delle caratteristiche strutturali dei gruppi B, C e D, è stata ipotizzata 
la possibilità di raggruppare le LMW-GS in 2 classi funzionali: una include la maggior 
parte delle subunità B e agisce come estensore dei polimeri in crescita grazie alla 
capacità di formare due ponti disolfuro inter-molecolari, l’altra include la maggior 
parte delle subunità C e D e agisce come terminatore della catena dei polimeri in 
crescita perchè ha solo una cisteina libera in grado di formare un ponte disolfuro. [139] 
Sulla base della sequenza N-terminale, in accordo con il primo residuo 
aminoacidico della proteina matura, si possono distinguere 3 sottogruppi: LMW-s 
(serina), LMW-m (metionina), LMW-i (isoleucina). Le LMW-s sono le più abbondanti, 
il loro peso molecolare medio è compreso tra 35 e 45KDa e la sequenza aminoacidica 
N-terminale è SHIPGL. Le LMW-m hanno un peso tra 30 e 40KDa e la sequenza 
aminoacidica N-terminale è molto più varia: METSHIGPL, METSRIPGL o 
METSCIPGL. La grande differenza tra questi due sottogruppi risiede nella mancanza, 
nelle LMW-s, dei primi tre aminoacidi (MET) e questo può suggerire che si verifichi 
un diverso processamento delle informazioni. Le LMW-i sono invece considerate delle 
forme varianti, in cui manca del tutto la regione N-terminale; queste proteine iniziano 
direttamente con il dominio centrale preceduto solo da una breve sequenza segnale 
ISQQQQ. 
Nelle subunità a basso peso molecolare si identificano 4 regioni strutturali: un 
peptide segnale di 20 aminoacidi, una corta regione N-terminale (costituita da 13 
aminoacidi), un dominio centrale ricco di glutamine e una regione C-terminale; la 
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regione C-terminale può essere suddivisa in una regione ricca di cisteine, una regione 
ricca di glutamine e una regione altamente conservata (fig. 11). 
 
Fig. 11: struttura delle LMW-GS dedotta dai geni codificanti. a: LMW-m e LMW-s type; b: LMW-i 
type. S: peptide segnale; N: regione N-terminale; REP: dominio ripetitivo; C-TER: regione C-terminale; 
gli asterischi cerchiati (a) indicano dei residui di cisteina che molto probabilmente sono coinvolti in ponti 
disolfuro intermolecolari; gli asterischi quadrati (b) indicano i due residui cisteinici in più, presenti nelle 
LMW-GS di tipo i. 
Le LMW-GS sono codificate dai loci Glu-3A, Glu-3B e Glu-3D, presenti sul 
braccio lungo dei cromosomi del gruppo 1 (1A, 1B, 1D), i quali sono strettamente 
associati al complesso Gli-1 che, come precedentemente riferito, controlla la sintesi 
delle γ- e ω-gliadine [140]. 
Un’attenzione particolare deve essere riservata alle proteine del gruppo B, sia 
per la loro abbondanza che per la loro importanza nel determinare le caratteristiche 
delle farine. Queste frazioni sono costituite per la maggior parte da serine (52%) e 
metionine (24%). Grazie allo sviluppo delle tecniche di elettroforesi bidimensionale, 
Singh e Shepherd sono stati in grado di associare le subunità B al locus Glu-3B, che si 
trova sul braccio corto del cromosoma 1B, a poca distanza dal locus Gli-1B, 
identificato a livello centromerico dello stesso cromosoma. Il locus Glu-3B è stato 
definito come un locus complesso ed è stato dimostrato che a questo livello sono 
codificate anche subunità di tipo D, anche se la maggior parte di queste viene codificata 
a livello del locus Glu-2B, sempre sul braccio corto del cromosoma 1. [141] 
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Fig. 12: schema riassuntivo relativo alla localizzazione cromosomica dei geni codificanti le 
diverse proteine di riserva del frumento; i loci indicati con HMW o LMW codificano 
rispettivamente per le HMW-GS e le LMW-GS. I loci indicati con il colore giallo (compresi 
quelli minori) sono relativi alle gliadine. I loci indicati in rosso sono quelli che codificano 
per le triticine. L’ovale verde corrisponde al centromero. 
Per quanto riguarda le frazioni di tipo C si è visto che hanno sequenze N-
terminali che corrispondono alle sequenze delle α/β- e delle γ-gliadine (con una 
percentuale del 95%); da questo si può dedurre che è possibile che queste frazioni 
vengano codificate a livello dei loci Gli-1 e Gli-2, oltre che dal locus Glu-3. La 
maggior parte delle dimensioni dei geni varia da 909 a 1167bp, in accordo con le 
grandezze delle proteine codificate che hanno peso molecolare compreso tra 32 e 42,8 
KDa. Come suggerito da Shewry nella teoria dell’evoluzione delle prolamine, si può 
identificare come maggior elemento responsabile della variabilità delle dimensioni dei 
geni, la presenza di sequenze ripetitive che sono state introdotte da fenomeni di 
delezione e/o inserzione o da crossing-over sfalsato durante la replicazione del genoma; 
questi domini ripetitivi sono probabilmente i maggiori responsabili delle caratteristiche 
idrofiliche delle LMW-GS. 
La struttura delle LMW-GS è poco conosciuta, ma è stato proposto che il 
dominio N-terminale sia costituito da forme irregolari disposte a β-foglietto, mentre nel 
dominio C-terminale ci sarebbe una predominanza di α-eliche; questi risultati teorici, 
sono supportati da studi di predizione della struttura proteica secondaria. [142] 
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Struttura dei polimeri gluteninici 
Da studi effettuati utilizzando forme mutate di proteine, carenti dei residui 
cisteinici, è stato possibile identificare i residui coinvolti nella formazione di ponti 
intra- o inter- molecolari e si è scoperto che il legame tra la seconda e la quinta cisteina 
è essenziale per la corretta aggregazione del polimero gluteninico. Infatti, in sua 
assenza, si nota un’aggregazione casuale, con esposizione di siti di adesione e 
formazione di ponti intra- ed inter-molecolari inappropriati, con il risultato finale della 
formazione di un composto insolubile. In contrasto, l’eliminazione degli altri legami 
intra-molecolari non ha nessun effetto significativo, suggerendo che essi abbiano solo 
un ruolo di stabilizzazione della struttura locale. 
La dinamica della formazione dei legami è ancora una questione aperta, ma è 
stato dimostrato che le LMW-GS sono 5-6 volte più abbondanti rispetto alle HMW-
GS; non si sa ancora, però, come queste vengano incorporate nel polimero gluteninico 
e questo dipende dalla struttura, dal tempo di sintesi o dall’utilizzo di particolari 
enzimi. [141, 143] 
La dinamica di formazione dei polimeri del glutine è ancora oggetto di studio. 
Esistono numerosi modelli molecolari ipotetici della struttura dei polimeri del glutine. 
Graveland (1985) ha proposto che le subunità x e y delle HMW-GS siano unite insieme 
da legami disolfuro a formare una catena lineare principale, a cui le subunità LMW-GS 
sono legate, formando ponti disolfuro con le HMW-GS di tipo y ed andando a formare 
ramificazioni laterali. Questo modello, però, non tiene conto delle dimensioni 
molecolari dei polimeri gluteninici. Il modello di Kasarda (1989) propone, invece, che 
le HMW-GS e le LMW-GS siano legate tra di loro casualmente e si basa 
sull’assunzione che ogni singola subunità gluteninica sia in grado di formare solo due 
legami disolfuro con le altre. L’incorporazione nel polimero in crescita di una subunità, 
in grado di formare un solo ponte disolfuro, determinerebbe l’arresto della crescita del 
polimero. Secondo questo modello le dimensioni dei polimeri gluteninici variano in 
modo lineare. Da studi recenti sembra possibile che una subunità di tipo x e una di tipo 
y si leghino tra di loro e che altre subunità (principalmente LMW-GS, ma anche 
HMW-GS e gliadine modificate) si leghino a loro volta a questo dimero (fig.13). Tale 
modello potrebbe spiegare la variazione lineare delle dimensioni molecolari dei 
polimeri gluteninici ed anche la presenza di dimeri x-y e x-x [136]. 
Introduzione 
 
 34 
 
Fig. 13: modello ipotetico della struttura dei polimeri gluteninici dedotto sulla base della 
marcata affinità tra le subunità di tipo x e quelle y. 
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INTRODUZIONE ALLE TECNICHE 
PHAGE DISPLAY 
Il phage display è una tecnica che si è dimostrata particolarmente valida per lo 
studio del repertorio anticorpale caratterizzante un determinato stato patologico. 
FAGI E FAGMIDI 
Struttura dei fagi filamentosi 
I fagi filamentosi (Ff) hanno una struttura simile ad un filamento flessibile ed il 
capside racchiude il materiale genetico costituito da DNA a singola elica di circa 
6400bp covalentemente chiuso. Il DNA virale viene replicato nella cellula batterica 
passando attraverso una fase a doppia elica. A differenza di altri fagi, che si propagano 
in seguito alla lisi della cellula batterica, il fago filamentoso viene eliminato dalla 
cellula ospite mediante un processo di secrezione attiva. [144] 
Il capside fagico è costituito da cinque diverse proteine codificate dai geni g3p, 
g6p, g7p, g8p e g9p. La proteina codificata dal gene 8 (p8) è presente con 2700 copie 
ed è la principale proteina di rivestimento. Le estremità del fago si distinguono in base 
alla diversa composizione proteica: ad un’estremità ci sono tre/cinque copie di p7 e p9 
(proteine essenziali per il corretto assemblaggio del fago), mentre all’altra estremità si 
trova lo stesso numero di copie di p3 e p6 (proteine che costituiscono la testa del fago). 
La proteina p3 è la protagonista nella fase di infezione dei batteri gram-negativi; è 
composta da tre domini separati da regioni ricche in glicina; di questi domini, l’N–
terminale è importante per la penetrazione del fago all’interno del batterio, mentre 
quello centrale è responsabile del legame al pilo F. (fig. 14) [145] 
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Fig. 14: struttura del fago. 
Vettori di espressione fagici e fagmidici 
Le strutture fagiche, grazie al loro ciclo vitale e al fatto che permettono 
l’inserzione di DNA senza che vengano alterate l’efficienza di replicazione e di 
assemblaggio, sono utili vettori per il clonaggio. In particolare i fagi di fusione (fagi 
che esprimono sulla superficie una proteina estranea fusa con una proteina del capside 
e che portano all’interno del proprio genoma il gene che codifica per questa proteina di 
fusione) vengono largamente impiegati nella costruzione di librerie di peptidi e 
proteine. I fagi filamentosi più usati in questo campo sono M13, fd e fl. 
Sebbene sia p3 che p8 possano essere utilizzate come proteine di fusione, il loro 
impiego differisce a seconda delle dimensioni della proteina estranea che deve essere 
espressa e ciò si riflette sul numero di copie di proteina ricombinante presente sul fago: 
- p3 viene utilizzata per esprimere proteine di dimensioni elevate; la proteina di 
fusione risultante, essendo comunque presente in un basso numero di copie, non 
interferisce con il corretto assemblaggio del virione; 
- p8 viene preferita nel caso vengano clonati piccoli frammenti proteici. [146] 
In entrambi i casi il gene della proteina estranea viene codificato a monte di g3p 
e g8p, quindi la proteina di fusione sarà costituita dalla proteina estranea legata 
all’estremità N–terminale della proteina fagica. 
La tecnica del phage display, pur essendo un valido metodo per il clonaggio e 
l’espressione di una proteina estranea, presenta alcuni limiti: 
- il genoma è a filamento singolo e quindi difficile da manipolare; 
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- la presenza di proteine p3 ricombinanti riduce l’infettività del fago; 
- gli inserti di elevate dimensioni tendono ad essere eliminati dal genoma fagico, 
rendendo il fago un vettore instabile. 
Per superare i problemi sopra elencati è stato progettato un vettore chimerico 
costruito combinando le caratteristiche dei fagi a quelle dei plasmidi; si ottiene così un 
fagmide che presenta i seguenti vantaggi: 
- il genoma è costituito da DNA a doppio elica; 
- il vettore è stabile; 
- il batterio infettato può essere selezionato perché il fagmide possiede il gene per la 
resistenza ad un antibiotico; 
- è possibile controllare la produzione di progenie fagica nel batterio infettato dal 
fagmide, in quanto è necessaria la co-infezione con un fago detto helper. 
Il fago helper è sostanzialmente un fago filamentoso a cui è stato disabilitato il 
segnale di impaccamento; possiede inoltre il gene per la resistenza ad un antibiotico 
diverso rispetto a quello del fagmide. In questo modo è possibile selezionare solo quei 
batteri infettati contemporaneamente da fagmide e fago helper, che sono in grado di 
produrre una progenie fagica in quanto il fago helper fornisce tutto l’apparato proteico 
necessario per la formazione di un fago maturo e il fagmide ha il segnale di 
impaccamento attivo. 
Uno svantaggio dell’impiego di fagmidi riguarda l’eterogeneità nella 
produzione della progenie fagica. Nel caso si utilizzino i fagi, la progenie con la 
proteina phage displayed è tutta identica e il gene codificante tale proteina è incluso 
nel genoma fagico. Nel caso invece dei fagmidi, questi producono, in presenza di fago 
helper, una progenie eterogenea di fagi in cui p3 può derivare sia dal fago helper che 
dal fagmide; solo in quest’ultimo caso si tratta della proteina ricombinante. 
LIBRERIE ANTICORPALI 
Un’applicazione interessante della tecnica del phage display è la costruzione 
di librerie anticorpali tramite la trasformazione di batteri con i vettori fagmidici, ovvero 
il trasferimento di geni del sistema immunitario di un individuo in un sistema batterico 
per produrre anticorpi funzionanti con la specificità richiesta [147]. 
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Le librerie anticorpali possono essere create a partire da sangue periferico o da 
biopsie di tessuto (milza, linfonodi, intestino, rene). In tutti i casi, è necessario isolare i 
linfociti B e da questi estrarre l’RNA da cui si sintetizza e si amplifica il cDNA. 
Le cellule B naive vengono prodotte nel midollo osseo, da qui entrano nel 
sangue e migrano verso la milza. Quando incontrano l’antigene, attraverso l’intervento 
dei linfociti T helper, proliferano e le loro regioni variabili (V) acquisiscono mutazioni 
somatiche che possono incrementare l’affinità per l’antigene. In seguito alla 
stimolazione, le cellule B possono diventare plasmacellule (si trovano soprattutto in 
organi linfoidi secondari) o cellule memoria (in circolo). Tutti i tessuti contengono 
cellule B a vari stadi di sviluppo che presentano regioni V con differenti gradi di 
mutazione [146]. 
Clonaggio dell’anticorpo 
Nella costruzione di librerie anticorpali, visto che la specificità di legame 
antigene-anticorpo risulta dalla complementarietà tra le estremità variabili 
dell’anticorpo e l’epitopo dell’antigene, non è necessario clonare l’intera sequenza 
dell’immunoglobulina. 
Mentre il frammento anticorpale (Fab) consiste di due catene (VH+CH1 e 
VL+CL) che devono essere assemblate, i frammenti a catena singola variabile (scFv) 
sono proteine singole con due regioni V legate tramite un linker flessibile (fig. 15). 
 
Fig. 15: struttura schematizzata di un anticorpo in forma di scFv e di Fab. 
I Fab, rispetto ai scFv, sono più difficili da assemblare, vengono prodotti di 
meno in forma solubile e danno più spesso problemi di instabilità a causa delle 
maggiori dimensioni del DNA che deve essere codificato. Sebbene i scFv non soffrano 
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di molti dei problemi descritti per i Fab, hanno lo svantaggio che posso formare dimeri 
in cui la VH di un scFv interagisce con la VL di un altro. Comunque la forma di scFv è 
quella preferita per il clonaggio perché è più stabile e si struttura facilmente una volta 
prodotta. [148] 
Le regioni V costituenti il scFv possono essere assemblate nel vettore di 
clonaggio in vari modi: 
- mediante PCR per amplificare le regioni V, aggiungere il linker e infine costruire 
il scFv a cui segue una sola clonazione; 
- attraverso l’amplificazione separata delle regioni VH e VL e il loro clonaggio in 
vettori separati, seguito dall’unione tramite un ulteriore clonaggio; 
- utilizzando i sistemi di ricombinazione [149]. 
Ceppo batterico in cui inserire il vettore 
A seconda del tipo di espressione della proteina clonata che si vuole ottenere, il 
vettore può essere transfettato (fig. 16): 
- in un ceppo batterico soppressore della mutazione amber (consiste nell’inserzione 
di un codone di stop UAG in una sequenza codificante, che determina la 
formazione di una proteina tronca) situata tra la proteina clonata e p3, (ad esempio 
E.coli DH5αF’ o TG1) in cui sul totale di proteina prodotta, il 50-90% è dato dalla 
proteina solubile e il 10-50% da una forma solubile della proteina legata alla 
proteina p3; 
- in un ceppo batterico non-soppressore (ad esempio E.coli HB2151) in cui il 100% 
del prodotto è dato dalla proteina solubile. 
 
Fig. 16: proteina espressa in ceppo soppressore o non-soppressore. 
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In entrambi i ceppi batterici è comunque possibile far esprimere la proteina 
ricombinante in testa al fago co-infettando il batterio con il fago helper. Non tutti i 
fagi presenteranno la proteina e non nella stessa quantità: va infatti tenuta presente 
l’eterogeneità di produzione di fagi quando la proteina è clonata in fagmidi. 
GATEWAY TECHNOLOGY 
La gateway technology è una tecnologia che permette di clonare sequenze di 
DNA da utilizzare per analisi funzionali ed espressione in sistemi multipli. Il sistema 
prevede una clonazione basata sulle proprietà di ricombinazione sito-specifiche del 
batteriofago lambda [150]. 
I vantaggi che si riscontrano utilizzando questa tecnica sono: 
- trasferimento rapido ed efficiente di sequenze di DNA in sistemi di vettori multipli 
per l’espressione di proteine e l’analisi funzionale mantenendo l’orientamento e la 
cornice di lettura; 
- l’utilizzo e l’espressione di diversi tipi di DNA (prodotti di PCR, cloni di cDNA, 
frammenti di restrizione) 
- il trasferimento facilitato di un gran numero di sequenze di DNA in vettori di 
destinazione 
- facile conversione del vettore preferito in un vettore di destinazione gateway. 
Batteriofago lambda 
Il fago lambda (λ) è un batteriofago temperato che infetta Escherichia coli. Una 
volta che il fago fa il suo ingresso nell'ospite, il suo genoma può integrarsi all'interno 
del genoma dell'ospite stesso. In questo caso λ viene chiamato profago e risiede 
all'interno dell'ospite apparentemente senza arrecare danno. In questa fase, definita 
lisogena, il profago si duplica con la duplicazione del DNA dell'ospite, che avviene 
prima di ogni divisione cellulare; il DNA del fago che viene espresso (cioè tradotto in 
proteina) in questa fase genera stress alla cellula. La cellula si trova con una netta 
carenza di energia disponibile e in presenza di tossine (ad esempio antibiotici) ed altri 
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fattori che la danneggiano fino a produrle una chiara sofferenza; inoltre il metabolismo 
cellulare è fortemente alterato. A questo punto il profago si riattiva, il suo DNA viene 
exciso dal genoma ospite e si avvia il ciclo litico. Il fago riattivato inizia a produrre 
grandi quantità di mRNA a partire dal proprio DNA al fine di costituire un elevato 
numero di unità fagiche. Quando tutte le risorse della cellula sono esaurite a causa 
dell'assemblaggio di nuovi fagi, la sua membrana viene distrutta e i fagi prodotti 
riversati all'esterno. 
La gateway technology utilizza i componenti del sistema di ricombinazione 
sito-specifico del batteriofago lambda modificati al fine di aumentare la specificità e 
l’efficienza. 
Ricombinazione 
Il sistema di ricombinazione di lambda coinvolge due componenti principali: le 
sequenze di ricombinazione del DNA e le proteine che mediano la reazione di 
ricombinazione; l’integrazione di λ nel cromosoma di E.coli si verifica mediante 
ricombinazione intermolecolare del DNA mediata da un insieme di proteine di lambda 
e di E.coli.[151] 
La ricombinazione si verifica tra siti specifici di attacco (att) sulle molecole di 
DNA che interagiscono. Si tratta di un processo conservativo (non ci sono aggiunte o 
perdite di nucleotidi) e non è necessaria la sintesi di DNA. Le sequenze che 
fiancheggiano i siti di ricombinazione vengono scambiate, quindi in seguito alla 
reazione i siti att risultano essere sequenze ibride che comprendono le sequenze donate 
da ciascun vettore d’origine. Lo scambio si verifica fra sequenze omologhe di 15bp 
presenti nella regione centrale dei due siti, mentre le altre sequenze servono in quanto 
contengono i siti di legame per le proteine che mediano la ricombinazione, che sono 
diverse a seconda che si utilizzino il ciclo litico (BP clonase enzime mix = 
bacteriophage λ integrase - Int + E.coli integration host factor - IHF) o lisogeno (LR 
clonase enzime mix = bacteriophage λ Excisionase + Int + IHF) (fig. 17). 
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Fig. 17: cicli litico e lisogeno del fago lambda nella gateway technology. 
Modificazioni ai siti di ricombinazione att 
Come precedentemente detto, i componenti del sistema di ricombinazione del 
batteriofago λ sono modificati al fine di aumentare la specificità e l’efficienza. Le 
modificazioni apportate sono: 
- mutazioni nella regione centrale dei siti att per eliminare codoni di stop e assicurare 
la specificità della ricombinazione per mantenere l’orientamento e la cornice di 
lettura; 
- mutazioni nella breve regione (5bp) che fiancheggia la regione centrale del sito attB 
per ridurre la formazione di strutture secondarie in plasmidi a singola elica; 
- rimozione di 43bp dal sito attR per rendere la reazione attL x attR in vitro 
irreversibile e più efficiente; 
- mutazioni puntiformi sito specifiche di alcuni siti att per aumentare l’efficienza di 
ricombinazione. 
CARATTERISTICHE COMUNI DEI VETTORI GATEWAY 
I vettori gateway contengono due siti att che fiancheggiano una regione 
contenente il gene ccdB per la selezione negativa e il gene per la resistenza al 
cloramfenicolo. In seguito alla reazione di ricombinazione (BP o LR) questa regione 
viene sostituita dal gene d’interesse. 
La proteina ccdB interferisce con la DNA girasi di E.coli inibendo la crescita 
della maggior parte dei coli (OmniMAX, 2T1, DH5α, TOP10); quando si verifica la 
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ricombinazione e il gene ccdB viene sostituito dal gene d’interesse; le cellule in cui non 
c’è stata questa sostituzione non riusciranno a crescere. 
Caratteristiche dei vettori d’entrata 
Tutti i vettori d’entrata presentano: 
- siti attL1 e attL2 che permettono la clonazione ricombinante del gene di interesse 
con un vettore di destinazione per produrre un clone di espressione; 
- il gene per la resistenza ad un antibiotico per la selezione del plasmide in E.coli; 
- l’origine pUC per la replicazione in elevato numero di copie e il mantenimento del 
plasmide in E.coli. 
Caratteristiche del vettore di destinazione pBAD-DEST 49 
È un vettore di 6.2Kb, adattato per clonare e regolare l’espressione di proteine 
di fusione mediante HP-tioredossina all’N-terminale in E.coli. Contiene i seguenti 
elementi: 
- promotore araBAD (PBAD) per fornire una regolazione dose-dipendente 
dell’espressione di geni eterologhi; 
- partner di fusione dell’HP-tioredossina per una traduzione efficiente della proteina 
d’interesse e in alcuni casi per aumentarne la solubilità; 
- due siti di ricombinazione (attR1 e attR2) a valle del gene per la tioredossina per il 
clonaggio ricombinante del gene di interesse da un clone entrante (entra nella 
regione fra le basi 725 e 2408) 
- gene per la resistenza al cloramfenicolo fra i due siti attR per la selezione positiva e 
gene ccdB fra i due siti attR per la selezione negativa (i cloni corretti saranno 
ampicillina resistenti e cloramfenicolo sensibili); 
- epitopo V5 e 6x His Tag per la rilevazione e la purificazione [152]; 
- terminatore della trascrizione (rrnB); 
- origine pUC per la replicazione e il mantenimento del plasmide in E.coli; 
- gene per la resistenza all’ampicillina per la selezione in E.coli; 
- gene araC per la regolazione del promotore araBAD. 
In presenza di L-arabinosio viene indotta l’espressione di PBAD; in presenza di 
glucosio invece la crescita viene repressa. Il glucosio riduce i livelli di cAMP 
riducendo l’espressione di PBAD. Variando la concentrazione di L-arabinosio si possono 
Introduzione alle tecniche 
 
 44 
ottimizzare i livelli di espressione delle proteine; inoltre, la regolazione di PBAD da 
parte di araC è utile per l’espressione di geni potenzialmente tossiche o essenziali. 
[153] 
Il vettore pBAD_DEST 49 è disegnato con le seguenti caratteristiche per 
facilitare l’espressione: 
- l’iniziatore ATG è spaziato correttamente dal sito di legame del ribosoma per 
assicurare una trascrizione ottimale della proteina di fusione; 
- l’HP-tioredossina agisce come un leader della traduzione per facilitare 
l’espressione e in alcuni casi la solubilità, ma può essere rimossa con enterochinasi 
dopo la purificazione della proteina. 
La tioredossina è una proteina di 11.7KDa che si trova nei batteri, nei lieviti, 
nelle piante e nei mammiferi; è stata isolata originariamente da E.coli come donatore di 
H alla reduttasi ribonucleare. Quando è sovraespressa in E.coli questa proteina 
permette di accumulare circa il 40% delle proteine cellulari totali e mantenerle solubili; 
quando utilizza un partner di fusione può aumentare l’efficienza di trascrizione e in 
alcuni casi la solubilità di proteine eucariotiche espresse in E.coli. [154, 155] 
Per creare nella tioredossina un dominio metallico legante il residuo di 
glutammato in posizione 32 e quello di glutamina in posizione 64 sono stati mutati per 
creare residui di istidina. In questo caso quando la tioredossina si struttura si parla di 
HP-tioredossina: le istidine in posizione 32 e 64 interagiscono con un’istidina nativa in 
posizione 8 per formare un patch di istidine (Histidine Patch) che ha affinità per cationi 
divalenti. 
Regolazione del promotore araBAD 
Il promotore araBAD è regolato positivamente e negativamente dal prodotto del 
gene araC. La proteina araC è un regolatore trascrizionale che forma un complesso con 
l’L-arabinosio. In assenza di arabinosio il dimero araC lega i siti O2 e I1 dell’operone 
araBAD formando un loop di 210bp. Per la massima attività trascrizionale sono 
richiesti entrambi gli eventi. L’arabinosio lega l’araC e causa il rilascio della proteina 
dal sito O2 per legarsi al sito I2 che è adiacente al sito I1. Questo rilascia il loop di DNA 
e permette l’inizio della trascrizione. Il complesso proteina attivatore del cAMP (CAP) 
– cAMP si lega al DNA e stimola il legame di araC a I1 e I2. [156-159] 
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Come creare un clone d’entrata con il gene di interesse 
Il clone d’entrata contenente il gene d’interesse può essere preparato tramite 
diverse metodiche: 
- clonando un prodotto di PCR o un frammento di restrizione in un vettore d’entrata 
(pENTR) 
- generando un prodotto di PCR contenente i siti attB e utilizzandolo in una reazione 
di ricombinazione BP con un vettore donor (pDONR) 
- generando una libreria di cDNA in un vettore compatibile con il gateway e 
utilizzandola in una reazione di ricombinazione BP con un vettore donor. 
Scopo della tesi 
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SCOPO DELLA TESI 
Già da tempo si ha indicazione del fatto che gli anticorpi anti-gliadina presenti 
nel siero dei pazienti celiaci, identificati con la tecnica ELISA su coating di gliadina 
nativa, non rappresentano tutto lo spettro degli anticorpi anti-gliadina che vengono 
prodotti in questa patologia. È d’altra parte logico ritenere che le gliadine si ritrovino 
nell’intestino in forma di peptidi di varie dimensioni a seconda della facilità di 
digestione dei legami aminoacidici da parte degli enzimi gastrici e pancreatici, 
digestione eventualmente parziale per la presenza di proteasi meno efficienti nei 
celiaci. 
In questo lavoro ho cercato di analizzare la risposta immunitaria anti-gliadina 
facendo un confronto fra le sue forme nativa e denaturata e fra la forma nativa e il suo 
digerito. Inoltre è stato effettuato un confronto fra la risposta contro la gliadina e quella 
contro le glutenine, seconda frazione proteica del glutine. Nel lavoro sono stati 
utilizzati anticorpi di pazienti affetti da malattia celiaca (come unica patologia o in 
associazione al diabete) al fine di identificare le frazioni proteiche del glutine 
riconosciute nella risposta anticorpale e quindi immunogeniche per i celiaci e di 
identificare la riproducibilità in vitro delle condizioni in vivo. 
Risultati e Discussione 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
LIBRERIE DI ANTICORPI IN PHAGE DISPLAY 
Nel laboratorio presso cui ho svolto il mio lavoro di dottorato è stato costruito 
negli anni un gran numero di librerie anticorpali utilizzando la tecnica del phage 
display con l’obiettivo di studiare la malattia celiaca e le patologie ad essa correlate. 
In particolare sono state realizzate delle librerie di anticorpi della classe IgA a 
partire da linfociti B isolati da campioni di biopsie intestinali [162] e da sangue 
periferico. È stata scelta la classe IgA perchè è la classe anticorpale secretoria specifica 
delle mucose, luogo in cui si verifica il danno nella celiachia. 
Nella costruzione delle librerie fagiche, l’anticorpo è stato assemblato nella 
forma di single chain Fragment variable (scFv) impiegando la tecnica della PCR 
(Polimerase Chain Reaction) e utilizzando la serie di primer disegnati da Sblattero e 
Bradbury [163] abbinati al primer specifico per la classe IgA. I scFv amplificati sono 
stati poi clonati nel vettore fagmidico pDAN5 nei siti BsshII e NheI. 
Queste librerie sono state sottoposte a selezione sia su htTG che su frazioni 
arricchite di gliadina. La selezione, eseguita in immunotubi in due passaggi successivi 
a stringenza crescente, ha permesso l’isolamento dei scFv specifici per l’antigene 
utilizzato, recuperati mediante l’infezione di cellule di E.coli DH5αF’ con i fagi 
immobilizzati. Alcuni cloni del secondo passaggio, scelti casualmente, sono stati testati 
singolarmente in un saggio ELISA. Al coating proteico sono stati aggiunti i fagi dei 
cloni scelti, prodotti in seguito all’infezione con un fago helper. L’avvenuto 
riconoscimento è stato evidenziato con un anticorpo secondario anti-fago (α-M13) 
coniugato con perossidasi di rafano (HRP) (fig. 18). 
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Fig. 18: rappresentazione schematica dei passaggi di selezione e conferma della positivita’ dei 
cloni con il saggio ELISA. 
Nelle tabelle 2 e 3 vengono riportati i risultati delle selezioni delle librerie 
anticorpali con il numero di scFv isolati, rispettivamente,contro htTG e gliadina. 
libreria 
scFv 
α-tTG 
positività 
(%) 
scFv diversi 
(digestione con 
BstnI) 
diversità 
(%) 
IBL-2 18/45 40 14/18 78 
IBL-3 23/45 51 16/23 70 
IBL-4 6/45 13 6/6 100 
PBL-2 0/45 - - - 
PBL-3 0/45 - - - 
PBL-4 0/45 - - - 
IBL-NT1 13/45 29 12 92 
IBL-NT2 40/45 89 40 100 
IBL-NT3 33/45 73 33 100 
IBL-NT4 7/45 16 5 71 
IBL-NT5 26/48 54 15 58 
Tab. 2: risultati della selezione delle librerie anticorpali contro htTG; sono indicati il numero di scFv 
della libreria risultati diretti contro questo antigene rispetto ai scFv totali analizzati, con la percentuale di 
positività riscontrata, e il numero di scFv risultati diversi in seguito a digestione con BstnI, con la 
percentuale di diversità riscontrata. 
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libreria 
scFv 
α-gliadina 
positività 
(%) 
scFv diversi 
(digestione con 
BstnI) 
diversità 
(%) 
IBL-2 28/76 37 3 11 
IBL-3 59/124 48 21 36 
IBL-4 32/76 42 5 16 
PBL-2 20/76 26 12 60 
PBL-3 7/108 7 5 83 
PBL-4 47/76 63 4 9 
IBL-NT1 7/45 16 5 71 
IBL-NT2 44/45 98 8 18 
IBL-NT3 35/45 78 34 97 
IBL-NT4 5/28 18 4 80 
IBL-NT5 26/48 54 15 58 
Tab. 3: risultati della selezione delle librerie anticorpali contro gliadina; sono indicati il numero di scFv 
della libreria risultati diretti contro questo antigene rispetto ai scFv totali analizzati, con la percentuale di 
positività riscontrata, e il numero di scFv risultati diversi in seguito a digestione con BstnI, con la 
percentuale di diversità riscontrata. 
Studi preliminari con i scFv α-gliadina avevano evidenziato problemi di 
produzione degli stessi nella forma solubile tipicamente utilizzata negli esperimenti di 
western blotting. Evidentemente il passaggio di espressione dei scFv dalla forma fagica 
a quella solubile determina un cambiamento di conformazione che elimina il 
riconoscimento dell’antigene e riduce drasticamente il numero di quelli utilizzabili. 
Per il mio lavoro ho scelto due delle librerie sopraccitate, una di un paziente 
celiaco e una di diabetico. Una sintesi del quadro sierologico e della storia clinica di 
questi pazienti è riportata nella tabella 4. 
Paziente Patologia Sierologia Morfologia 
IBL-NT3 diabete EMA+ htTG+ 
mucosa con atrofia media, 
discrete infiammazione e 
infiltrazione di linfociti 
IBL-3 celiachia EMA+ htTG+ 
mucosa con atrofia di 
grado medio e 
infiltrazione di linfociti 
Tab. 4: dati clinici dei pazienti di cui è stata utilizzata la phage display library anticorpale. 
Riporto nuovamente in tabella 5 i risultati delle selezioni relativi a queste 
librerie (già presentati nelle tabelle 2 e 3). 
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Libreria Cloni α-htTG Cloni α-gliadina 
IBL-NT3 33/45 35/45 
IBL-3 23/45 59/124 
Tab. 5: risultati delle selezioni contro htTG e gliadina. Sono riportati i cloni positivi su quelli testati 
singolarmente in ELISA, derivanti dal secondo ciclo di selezione. 
Il mio lavoro si è concentrato solo sugli anticorpi α-gliadina e in particolare fra i 
cloni isolati ho analizzato il scFv gliaNT3.23 della libreria IBL-NT3 e i scFv glia3.32 e 
glia3.46 della libreria IBL-3. 
Uno dei vantaggi della clonazione in vettori fagici è che, oltre allo studio della 
proteina ricombinante espressa sul fago, è possibile analizzare anche le caratteristiche 
del frammento genico che la specifica, per esempio mediante PCR e sequenziamento. 
La diversità anticorpale è stata dapprima valutata, a livello genico, attraverso il 
fingerprinting delle catene VH e VL, ottenuto per restrizione dell’amplificato con 
l’enzima BstnI. Dal confronto dei pattern di bande delle digestioni separate su gel 
d’agarosio, riportati in figura 19, si possono evidenziare tre profili diversi per le catene 
VH e VL. Questo tipo di analisi risulta, tuttavia, piuttosto grossolana e l’unicità dei 
scFv deve essere confermata dal sequenziamento. 
 
Fig. 19: digestione con BstnI delle catene VH e VL. La separazione è stata eseguita su gel Metaphor 
(Biospa) al 2.5% in tampone TBE. MW: 100 bp. 
I geni VH e VL sono stati sequenziati, analizzati e confrontati con il database V 
BASE Sequence Directory, Tomlison et al., MRC Centre for Protein Engineering, 
Cambridge, UK: http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/DNAPLOT.php?menu=901. 
Nelle tabelle 6 e 7 sono riportate le informazioni più significative dell’analisi di 
sequenziamento: la famiglia di appartenenza delle catene, il gene e la sequenza della 
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Complementary Determining Region 3 (CDR3) che determina la conformazione della 
tasca che riconosce l’antigene. 
scFv 
Famiglia 
VH 
Gene V Sequenza CDR3 VH 
Lunghezza 
CDR3 VH 
Segmento 
J 
gliaNT3.23 VH1 8M27 NQKDTALLNPDY 12 JH4a 
glia3.46 VH3 DP-31/V3-9+ DRSSGWALDAFDL 13 JH3a 
glia3.32 VH1 DP-14/V1-18+ DRSPHWGGVDAFDT 14 JH3b 
Tab. 6: principali caratteristiche della famiglia, del gene e del CDR3 delle catene VH dei scFv α-gliadina 
presi in esame. 
scFv 
Famiglia 
VL 
Gene V 
Sequenza 
CDR3 VL 
Lunghezza 
CDR3 VL 
Segmento 
J 
gliaNT3.23 VL2 2a2.272A12/DPL11+ SSPTTSSTLV 10 JL7 
glia3.46 VK3 DPK21 QQYNNWPPST 10 JK2 
glia3.32 VKIV DPK24/VklVKlob+ QQYYSTPLT 9 JK5 
Tab. 7: principali caratteristiche della famiglia, del gene e del CDR3 delle catene VL dei scFv α-gliadina 
presi in esame. 
Il riconoscimento antigenico di questi scFv α-gliadina è stato testato su varie 
componenti del glutine e con varie metodiche. 
ESTRAZIONI DI COMPONENTI PROTEICHE DA SFARINATO 
Le frazioni proteiche utilizzate sono state estratte da farine di grano tenero (GT) 
e di farro (F). Sono state utilizzate principalmente due metodiche per l’estrazione delle 
frazioni proteiche dalla farina: il metodo di Silano [164] e quello di Ferrante-Masci 
[165]. Con il primo si possono estrarre albumine, globuline, gliadine e glutenine; con il 
secondo si ottiene, invece, solo la frazione arricchita in glutenine. Un’altra tecnica di 
estrazione utilizzata è il metodo di Bernardin [166] per il recupero delle gliadine. 
Valutazione delle concentrazioni proteiche 
La particolare composizione aminoacidica delle prolamine rende inutilizzabili i 
più comuni sistemi di valutazione della concentrazione proteica (come il saggio di 
Bradford); quello che sembra dare valori più realistici è il metodo di Waddel che si 
basa sull’applicazione della seguente formula: 
µg/ml = (A215 – A225) x 144. 
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In tabella 8 sono riportate le concentrazioni e le quantità assolute di gliadina e 
glutenine estratte con i vari metodi. Il metodo di Silano è risultato circa 10 volte più 
efficiente nell’estrazione delle gliadine rispetto a quello di Bernardin, mentre per le 
glutenine è risultato più produttivo il metodo di Ferrante-Masci. 
Frazioni 
proteiche 
Metodo di estrazione Concentrazione 
Quantità totale 
su 100 mg di 
sfarinato iniziali 
Gliadina Silano 9.14µg/µl 137µg 
Gliadina Bernardin 4.75µg/µl 11.87µg 
Glutenine Silano 5.69µg/µl 154µg 
Glutenine Ferrante-Masci 5.62µg/µl 2825µg 
Tab. 8: concentrazioni delle frazioni proteiche calcolate con il metodo Waddel. 
Separazione delle proteine mediante SDS-PAGE 
Le gliadine estratte sono state separate mediante SDS-PAGE. La separazione è 
stata effettuata utilizzando gel precasted di poliacrilamide con gradiente 4-12% in 
tampone MOPS che permettono una maggior risoluzione delle bande rispetto ad altri 
tipi di gel di poliacrilamide. 
Nella tecnica dell’SDS-PAGE, l’agente detergente (SDS) conferisce alle 
molecole una carica netta negativa che fa sì che le proteine migrino solo in base alle 
loro dimensioni. I campioni, prima della separazione, vengono trattati con un agente 
denaturante (DTT) che rompe i ponti disolfuro, di cui le proteine del glutine sono 
particolarmente ricche. Per le glutenine è stato testato anche un trattamento con un 
agente alchilante (4-vinil-piridina) che provoca una denaturazione irreversibile di tipo 
chimico bloccando definitivamente i gruppi sulfidrilici. 
Dopo la separazione elettroforetica il gel è stato colorato con Coomassie 
Brilliant Blu Colloidale (fig. 20). 
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Fig. 20: colorazione con Blue Coomassie Colloidale di frazioni proteiche separate mediante SDS-PAGE 
in gradiente 4-12%. 1:glutenine estratte con il metodo di Ferrante-Masci; 2: glutenine estratte con il 
metodo di Ferrante-Masci e sottoposte ad alchilazione chimica con 4-vinil-piridina 15’ a 65°C; 3: 
glutenine estratte con il metodo di Silano; 4: gliadine estratte da farina di farro con il metodo di Silano; 
5: gliadine estratte da farina di grano tenero con il metodo di Silano; 6: gliadine di grano tenero estratte 
con il metodo di Bernardin. MW: BenchMark Pre-Stained Protein Ladder. 
In figura 20 si può vedere che le frazioni gliadiniche estratte con il metodo di 
Bernardin hanno una concentrazione bassa e bande ad alto peso molecolare, 
probabilmente di aggregati gliadinici, che in precedenti test non venivano riconosciuti 
dai nostri scFv. Per quanto riguarda le estrazioni delle glutenine, si può vedere che con 
il metodo di Ferrante-Masci si ottiene una buona estrazione soprattutto delle frazioni ad 
alto peso molecolare, che invece con il metodo di Silano vengono perse; da riportare 
che in precedenti esperimenti di western blot queste bande ad alto peso molecolare non 
venivano riconosciute dai nostri scFv. 
Per le analisi successive sono state scelte quindi le gliadine e le glutenine 
estratte con il metodo di Silano. 
Come ulteriore controllo delle estrazioni è stato effettuato un riconoscimento 
con l’anticorpo monoclonale α-gliadina GL30, che riconosce un peptide con sequenza 
aminoacidica LGQQQPFPPQQPY. Questo peptide è altamente rappresentato nelle 
gliadine inserite nei database e, con percentuale di omologia inferiore, anche nelle 
glutenine. L’intenso riconoscimento della frazione gluteninica evidenziato in figura 21, 
potrebbe essere perciò ascrivibile ad una parziale condivisione dell’epitopo nelle due 
frazioni proteiche piuttosto che a mera contaminazione. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
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Fig. 21: riconoscimento delle frazioni proteiche separate in SDS-PAGE (4-12%) con l’anticorpo 
monoclonale GL30. 1: gliadine estratte da farina di grano tenero, 2: gliadine estratte da farina di farro, 3: 
glutenine alchilate, 4: glutenine. MW: BenchMark Pre-Stained Protein Ladder. 
La maggior parte delle bande proteiche riconosciute dall’anticorpo monoclonale 
GL30 è compresa tra 35 e 82KDa, cioè nel range delle gliadine e glutenine a basso 
peso molecolare. 
RICONOSCIMENTO DI FRAZIONI PROTEICHE CON SIERI 
Sieri di pazienti celiaci e diabetici, gentilmente forniti dalla Clinica Pediatrica 
dell’Ospedale Infantile Burlo Garofolo di Trieste, sono stati testati sulle frazioni 
proteiche da noi estratte. 
Il riconoscimento con i sieri degli estratti proteici di farina separati in SDS-
PAGE e successivamente trasferiti su nitrato di cellulosa è stato rilevato sia per la 
presenza di anticorpi della classe IgA che della classe IgG. Come si può notare nelle 
figure 22 e 23, a livello sierico vi è una maggiore presenza di IgG; tuttavia anche le 
IgA, normalmente secrete a livello delle mucose, hanno dato una marcatura intensa. 
Tutti i sieri di pazienti analizzati riconoscono proteine con pesi molecolari 
generalmente compresi tra 37 e 82KDa, sia nella frazione delle glutenine che in quella 
delle gliadine. Solo nella frazione delle glutenine estratte con il metodo di Ferrante-
Masci vengono riconosciute proteine a peso molecolare compreso tra 110 e180KDa, 
probabilmente delle glutenine ad alto peso molecolare. 
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In alcuni casi le proteine riconosciute in estratti diversi sembrano comigrare e 
ciò è ben evidente nel nitrato sviluppato per le IgA della figura 22. Tale fenomeno può 
essere interpretato in due modi: 
- la presenza di proteine contaminanti nei vari estratti; infatti è quasi impossibile 
ottenere delle estrazioni pulite al 100% anche con tecniche molto sofisticate come 
la cromatografia in HPLC; 
- il riconoscimento casuale di proteine diverse, ma che condividono sequenze 
parzialmente simili, e che hanno lo stesso peso molecolare; questa eventualità è 
aumentata dall’elevato numero di geni, oltre il centinaio, codificanti per ciascuna 
delle categorie di proteine studiate. 
Oltre ai sieri di celiaci, è stato testato anche il siero di un controllo sano e in 
questo caso il riconoscimento anticorpale è, come logico aspettarsi, molto più attenuato 
(fig. 24). 
-    
Fig. 22: riconoscimento delle frazioni proteiche separate mediante SDS-PAGE (4-12%) con il siero di un 
paziente celiaco (4394). 1: glutenine alcchilate, 2: glutenine, 3: gliadine estratte da farina di farro, 4: 
gliadine estratte da farina di grano tenero. MW: BenchMark Pre-Stained Protein Ladder. 
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Fig. 23: riconoscimento delle frazioni proteiche separate mediante SDS-PAGE (4-12%) con il siero di un 
paziente celiaco (6185). MW: BenchMark Pre-Stained Protein Ladder. 
   
Fig. 24: riconoscimento delle frazioni proteiche separate mediante SDS-PAGE (4-12%) con il siero di un 
controllo sano (MV). MW: BenchMark Pre-Stained Protein Ladder. 
DIGESTIONE DELLA GLIADINA 
L’esperienza precedentemente acquisita nell’utilizzo dei scFv in western blot e 
il mancato riconoscimento della frazione gliadinica in alcuni casi, ci ha fatto pensare 
che le condizioni di gliadina nativa utilizzate per la selezione dei scFv, non riflettessero 
la struttura fisica della stessa nell’intestino; a livello intestinale infatti la gliadina 
dovrebbe già aver subito un attacco da parte degli acidi gastrici e degli enzimi gastrici e 
pancreatici. 
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La gliadina e le glutenine estratte con il metodo di Silano sono state quindi 
digerite con proteasi gastriche e pancreatiche, in particolare pepsina (la principale 
endopeptidasi gastrica dei vertebrati), tripsina e chimotripsina (proteasi pancreatiche). 
In questo modo è stato possibile ottenere una miscela di polipeptidi che mima la 
situazione in vivo. Questa digestione potrebbe rendere accessibili i veri motivi proteici 
riconosciuti dai linfociti T e B, mascherati invece dalla struttura tridimensionale della 
proteina in forma nativa. 
La specificità di taglio delle proteasi utilizzate è riportata in tabella 9. 
Enzima Siti di taglio preferenziali 
pH 
reazione 
PEPSINA 
(EC 3.4.23.1) 
legame peptidico tra residui idrofobici, 
principalmente aromatici (F ┼ V, Q ┼ H, E ┼ A, A 
┼ L, L ┼ Y, Y ┼ L, G ┼ F, F ┼ F, F ┼ Y) 
pH≤2 
TRIPSINA 
(EC 3.4.21.4) 
R ┼, K ┼ pH=7 
CHIMOTRIPSINA 
(EC3.4.21.1) 
Y ┼, W ┼, F ┼, L ┼ pH=7 
Tab. 9: specificità di taglio delle proteasi utilizzate nella digestione della gliadina e pH ottimale di 
reazione; ┼ = sito di taglio. 
La concentrazione proteica dei digesti così ottenuti è risultata uguale a quella 
dei campioni non digeriti. 
L’avvenuta digestione è stata controllata mediante colorazione argentica in 
seguito a separazione delle frazioni proteiche mediante SDS-PAGE su gel precasted di 
poliacrilamide con gradiente 4-12% in tampone MOPS (fig. 25). Il kit per la 
colorazione argentica utilizzato è risultato più efficace per i frammenti a basso peso 
molecolare che per le proteine ad alto peso molecolare. 
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Fig. 25: colorazione argentica di digeriti proteici separati mediante SDS-PAGE (4-12%). 1: gliadina di 
grano tenero, 2: digerito chimo-triptico-peptico di gliadina, 3: glutenine, 4: digerito chimo-triptico-
peptico di glutenine. MW: See blue plus 2 Pre-Stained Standard. 
IDENTIFICAZIONE DI FRAZIONI PROTEICHE CON scFv 
Identificazione delle frazioni proteiche in condizioni native 
I scFv α-gliadina sono stati prodotti sia in forma di fagi che di solubili. Nel 
secondo caso, sono stati cioè staccati dalla proteina 3 del fago, in seguito ad induzione 
con IPTG. In queste condizioni una mutazione amber (CAG) viene riconosciuta come 
codone di stop e la proteina rilasciata. 
I scFv così prodotti sono stati utilizzati inizialmente per testare il loro 
riconoscimento delle frazioni proteiche in condizioni native. Utilizzando i fagi, il test è 
stato condotto mediante saggio ELISA, in cui l’antigene viene fatto aderire alla plastica 
senza essere sottoposto ad alcun trattamento; utilizzando i solubili, è stato invece 
effettuato sia il saggio ELISA che un dot-blot, in cui l’antigene viene spottato 
direttamente su nitrato di cellulosa. Entrambi i saggi sono stati condotti utilizzando 
come antigeni gliadina nativa, digerito chimo-triptico-peptico di gliadina, glutenine e 
digerito chimo-triptico-peptico di glutenine. 
I risultati dell’ELISA effettuato utilizzando i scFv prodotti in forma di fago 
sono riportati in tabella 10. 
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scFv glia glia CTP glut glut CTP 
gliaNT3.23 2.313 0.058 1.020 0.147 
glia3.32 1.177 0.052 0.159 0.064 
glia3.46 1.657 0.081 1.029 0.459 
contr neg 0.055 0.057 0.056 0.055 
Tab. 10: valori ELISA (letture a OD450) del riconoscimento delle frazioni proteiche da parte dei scFv 
prodotti in forma di fagi. Glia e glut: rispettivamente gliadina e glutenine in condizioni native; glia e glut 
CTP: rispettivamente gliadina e glutenine digerite con chimotripsina, tripsina e pepsina. 
Per quanto riguarda i scFv prodotti in forma solubile, prima di essere utilizzati, 
sono stati controllati non solo in base  alla loro capacità di riconoscimento 
dell’antigene su cui sono stati selezionati, ma anche in base al grado di produzione. In 
questo caso il riconoscimento viene evidenziato con un anticorpo secondario anti-SV5 
prodotto in topo e successivamente con un anticorpo anti-mouse coniugato con 
fosfatasi alcalina (AP). I risultati sono riportati nella tabella 11. 
 riconoscimento gliadina produzione 
gliaNT3.23 1.593 0.352 
glia3.32 3.239 0.779 
glia3.46 1.657 0.787 
contr pos 3.339 1.452 
contr neg 0.055 0.057 
Tab. 11: valori ELISA (letture a OD450) del riconoscimento delle frazioni proteiche da parte dei scFv 
prodotti in forma solubile e del loro grado di produzione. 
I valori ottenuti, in relazione ai controlli positivi e negativi, sono stati 
considerati buoni e quindi i scFv sono stati utilizzati in dot-blot per verificare i risultati 
precedentemente ottenuti in ELISA. Come si può vedere in figura 26 i risultati sono 
abbastanza concordi. 
 
Fig. 26: dot blot di frazioni proteiche riconosciute con i scFv prodotti in forma solubile. 1: gliadina, 2: 
digerito chimo-triptico-peptico di gliadina, 3: glutenine, 4: digerito chimo-triptico-peptico di glutenine. 
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Identificazione delle frazioni proteiche in condizioni denaturanti 
I scFv prodotti in forma solubile sono stati utilizzati anche per l’identificazione 
delle stesse frazioni in condizioni denaturanti mediante SDS-PAGE (le condizioni 
denaturanti dipendono dall’utilizzo di SDS e DTT nella soluzione con cui viene trattato 
il campione).  
GliaNT3.23 
Dall’analisi in SDS-PAGE (fig. 27) si può vedere che il scFv gliaNT3.23 
riconosce diverse bande sulla gliadina e un doppietto a circa 45KDa sulle glutenine. 
Non vi è riconoscimento dei digeriti. 
 
Fig. 27: riconoscimento delle frazioni proteiche separate mediante SDS-PAGE (4-12%) con il scFv 
gliaNT3.23 prodotto in forma solubile. 1: gliadina, 2: digerito chimo-triptico-peptico di gliadina, 3: 
glutenine, 4: digerito chimo-triptico-peptico di glutenine. MW: See blue plus 2 Pre-Stained Standard. 
Glia3.32 
Dall’analisi in SDS-PAGE (fig. 28) si può vedere che questo scFv riconosce 
sulla gliadina una banda ben marcata a circa 30KDa e alcune meno intense fra 40 e 
50KDa; sulle glutenine invece sembra esserci un riconoscimento molto tenue in 
corrispondenza degli stessi pesi molecolari. Non vi è riconoscimento dei digeriti. 
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Fig. 28 riconoscimento delle frazioni proteiche separate in SDS-PAGE (gel al 12%) con scFv glia3.32. 
1: gliadina, 2: digerito chimo-triptico-peptico di gliadina, 3: glutenine, 4: digerito chimo-triptico-peptico 
di glutenine. MW: See blue plus 2 Pre-Stained Standard. 
Glia3.46 
Il scFv glia3.46 dà un buon riconoscimento sulla frazione delle glutenine, anche 
digerite; mentre per le subunità gliadiniche, digerite e non, il riconoscimento è 
praticamente nullo (fig. 29). 
 
Fig. 29: riconoscimento delle frazioni proteiche separate mediante SDS-PAGE (4-12%) con il scFv 
glia3.46 prodotto in forma solubile. 1: gliadina, 2: digerito chimo-triptico-peptico di gliadina, 3: 
glutenine, 4: digerito chimo-triptico-peptico di glutenine. MW: See blue plus 2 Pre-Stained Standard. 
Il scFv glia3.46 non è in grado di riconoscere l’antigene su cui è stato 
selezionato, probabilmente perchè la conformazione dell’epitopo riconosciuto in 
ELISA viene distrutta dalle condizioni denaturanti dell’SDS-PAGE. 
Le gliadine mantengono la conformazione nativa in ambiente acido e vengono 
classificate in α, β, γ e ω proprio in relazione alla loro mobilità elettroforetica in queste 
condizioni. 
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Per questo scFv si è quindi deciso di procedere all’identificazione delle frazioni 
proteiche separate con una corsa elettroforetica in ambiente acido. 
Gliadine di grano tenero e di farro estratte con il metodo di Silano sono state 
sottoposte ad elettroforesi su gel di poliacrilamide con un tampone acido 
lattico/alluminio lattato a pH 3.1. Dopo la corsa parte del gel è stata colorata con 
Coomassie colloidale e parte trasferita su nitrato di cellulosa per il riconoscimento con 
il scFv glia3.46 (fig. 30). 
 
Fig. 30: a sinistra colorazione con Coomassie Colloidale di frazioni gliadiniche separate mediante A-
PAGE; a destra riconoscimento con il scFv glia3.46 prodotto in forma solubile. 
Il pattern di bande riconosciute con i due metodi risulta completamente diverso 
e, nel complesso, alquanto aspecifico. In particolare il frammento anticorpale sembra 
riconoscere bande ad alto peso molecolare che rappresentano aggregati di gliadina, un 
tempo indicati come A-gliadina. Purtroppo la mancanza di un marcatore di peso 
molecolare per le condizioni acide, non ci permette di avere informazioni sulle 
dimensioni delle bande evidenziate. 
Possiamo concludere che effettivamente questo frammento può essere stato 
positivamente selezionato sulla frazione di gliadina, ma in modo aspecifico. Il suo vero 
epitopo sembra trovarsi infatti su una proteina della frazione gluteninica: una glutenina 
vera e propria oppure una gliadina modificata copurificata con questa frazione proteica. 
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EVOLUZIONE DEL PROGETTO 
Elettroforesi bidimensionali 
In seguito ai risultati ottenuti nell’SDS-PAGE con il scFv glia3.46 (poche bande 
riconosciute e ben distanziate) esso è stato utilizzato per il riconoscimento di frazioni 
gluteniniche separate in elettroforesi bidimensionale. Con questa tecnica la separazione 
è ulteriormente migliorata dalla migrazione delle proteine prima in base al loro punto 
isoelettrico (valore di pH al quale le proteine, se immerse in campo elettrico, si 
focalizzano) e poi in base alla massa molecolare su gradiente di poliacrilamide; in 
questo modo diventa possibile l’isolamento di singole proteine. 
È stata messa in evidenza la presenza di due spot posizionati verso la zona 
basica. Utilizzando il programma TotalLab (Phoretix Tyne House) è stato possibile 
calcolare i pesi molecolari di tali spot, che sono risultati 22.4KDa e 35.2KDa 
rispettivamente (fig. 31) e d’ora in poi indicati come banda alta (BA) e bassa (BB). 
Quella a peso molecolare inferiore risulta notevolmente più concentrata. 
 
Fig. 31: riconoscimento delle glutenine, separate mediante elettroforesi bidimensionale, con il scFv 
glia3.46 prodotto in forma solubile. 
Dal confronto degli spot sul nitrato e quelli visualizzati su gel colorato con 
Coomassie colloidale (fig. 32), è stato possibile identificare le bande da tagliare per il 
sequenziamento. La presenza di molti spot di diverse dimensioni nella parte basica del 
gel è determinata dalla presenza, nella catena aminoacidica, di molti residui con carica 
negativa, quali prolamine e glutamine. 
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Fig. 32: colorazione con Coomassie Colloidale di glutenine separate mediante elettroforesi 
bidimensionale. 
Sequenziamento proteico 
I due spots ritagliati dal gel sono stati spediti in acqua al Centro di Spettrometria 
di Massa Proteomica e Biomolecolare dell’Istituto di Scienze dell'Alimentazione - 
CNR di Avellino per l’analisi della sequenza aminoacidica. 
Per l’analisi in spettrometria di massa (MS) le proteine vengono dapprima 
trattate con reagenti riducenti/alchilanti e poi idrolizzate con endopeptidasi e i 
frammenti ottenuti caricati su uno ionizzatore di tipo MALDI (Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization). Qui i campioni si legano ad una matrice organica acida che 
viene colpita da un raggio laser; l’energia si trasferisce dalla matrice al campione, che 
risulta ionizzato e passa in fase gassosa. Le molecole così ottenute sono poi analizzate 
con il TOF (Time of Flight). Esse vengono incamerate in un compartimento in cui c’è il 
vuoto e a seconda della loro energia cinetica hanno una determinata velocità, che 
risulta inversamente proporzionale alla radice quadrata della massa. Il passaggio di 
frammentazione e l’analisi TOF vengono effettuati due volte e gli spettri di massa così 
ottenuti sono confrontati con quelli predetti sulla base delle sequenze proteiche, 
presenti in un database. La sequenza risulta identificata con un buon margine di 
sicurezza se c'è un numero sufficiente di peptidi sovrapponibili a quelli di una proteina 
nel database. Il vantaggio di questa tecnica risiede nel fatto che bastano solo poche 
femtomoli di materiale per una buona analisi. Il problema principale invece è che 
l'intera sequenza genica codificante per una data proteina deve essere già presente in 
database. 
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La riduzione, alchilazione e digestione con tripsina della banda alta ha generato 
dei frammenti il cui segnale nello spettro di massa MALDI-TOF è stato assegnato a 
peptidi che, in seguito a una ricerca in database di sequenze proteiche, sono stati 
attribuiti alla proteina gi_32400760 sconosciuta, del genere Triticum aestivum, avente 
un PM di 25891 Da e un punto isolelettrico pari a 8.43. 
Poiché le prolamine vengono digerite con difficoltà dalla tripsina, la BA è stata 
sottoposta anche a taglio proteolitico con chimotripsina. 
Nella sequenza della proteina gi_32400760 (riportata qui sotto) sono evidenziati 
in rosso i residui aminoacidici dei peptidi ottenuti in seguito a digestione con tripsina, 
in blu quelli ottenuti in seguito a digestione con chimotripsina e in verde quelli 
sovrapponibili nelle due digestioni; inoltre è sottolineato un peptide che dà origine ad 
un segnale che è presente nello spettro ottenuto in lineare (ossia utilizzando lo 
strumento in modo da poter vedere peptidi ad alte masse): 
LWLATMKTMFILALLALAASTAIAQLETICSQGFGQCQHHQQLGQQQLLD 
51 QMKPCVAFVQHQCSPVRTTPFPQTRGEQHSSCQTVQHQCCRQLVQIPEQA 
101 RCKAIQSVEEAIIQQQPQQQWNEPQQEAHLKSMRMSLQTLPSMCNIYVPV 
151 QCQQQQQLGRQQQQQLQEQLKPCATFLQHQCRPMTVPFPHTPVQKPTSCQ 
201 NVQSQCLAASTDPRAIPLPSHS 
Alcuni peptidi con caratteristiche gliadiniche non erano stati attribuiti alla 
sequenza. 
Le stesse tecniche sono state applicate anche per l’analisi della banda bassa. 
Anche in questo caso nella sequenza della proteina sconosciuta (riportata qui sotto) 
sono evidenziati in rosso i residui aminoacidici dei peptidi identificati ottenuti in 
seguito a digestione con tripsina, in blu quelli ottenuti in seguito a digestione con 
chimotripsina, in verde quelli sovrapponibili nelle due digestioni ed è sottolineato un 
peptide che dà origine ad un segnale che è presente nello spettro ottenuto in lineare: 
LWLATMKTMFILALLALAASTAIAQLETICSQFGQCQHHQQLGQQQLLD 
51 QMKPCVAFVQHQCSPVRTTPFPQTRGEQHSSCQTVQHQCCRQLVQIPEQA 
101 RCKAIQSVEEAIIQQQPQQQWKEPQQEAHLKSMRMSLQTLPSMCNIYVPV 
151 QCQQQQQLGRQQQQQLQEQLKPCATFLQHQCRPMTVPFPHTPVQKPTSCQ 
201 NVQSQCLAASTDPRAIPLPSHS 
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CLONAZIONE DELLA PROTEINA SEQUENZIATA 
Estrazione dell’RNA 
La sintesi delle proteine di riserva si verifica in un determinato lasso di tempo 
durante il processo di formazione del seme. In questo periodo i trascritti di mRNA che 
le codificano sono presenti esclusivamente nei tessuti di riserva. Nel caso delle 
prolamine il periodo in cui si ha il maggiore accumulo di mRNA è compreso tra 14 e 
24 giorni dopo la fioritura. In corrispondenza di questo periodo sono stati raccolti i 
semi di frumento (Triticum aestivum) e si è proceduto all’estrazione dell’RNA totale. 
Per risolvere il problema derivante dalla contaminazione da parte di polifenoli, 
lipopolisaccaridi e proteine contenuti nei tessuti delle piante sono stati aggiunti nel 
buffer di lisi PVP (polivinilpirrolidone), che lega i contaminanti, β-mercaptoetanolo, 
un’agente riducente, e CTAB (esadeciltrimetilammonio bromuro), un detergente 
cationico. Le proteine sono state poi rimosse con un’estrazione in cloroformio. 
La resa dell’estrazione è stata valutata mediante lettura allo spettrofotometro ad 
OD260 e OD280. (concentrazione = 1.16µg/µl; purezza = 1.87). Le condizioni dell’RNA 
sono state controllate su gel di agarosio all’1% in tampone TBE 1X; in figura 33 si 
possono vedere le due bande corrispondenti alle subunità 28S e 18S e la presenza di 
uno smear, in gran parte dovuto al sovraccaricamento dei campioni e alla presenza di 
mRNA a grandezza variabile. 
 
Fig. 33: RNA estratto caricato su gel di agarosio all’1% in tampone TBE 1X per valutarne la qualità. Il 
campione è stato addizionato con 5X RNA loading buffer. M: 1Kb. 
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L’RNA è stato trattato con la DNasiI per migliorare la specificità della 
retrotrascrizione in cDNA a singolo filamento, ottenuta utilizzando una DNA 
polimerasi RNA dipendente ingegnerizzata (M-MLV Trascrittasi Inversa) con ridotta 
attività RNasi H e buona stabilità termica. 
Un primo tentativo di clonaggio è stato effettuato utilizzando una coppia di 
primer precedentemente disegnati a partire da allineamenti di sequenza gluteniniche a 
basso peso molecolare note. La coppia di primer scelta è stata LMW glut for 7 
(ATTGGAAACCATATGTAGCCAG) e LMW glut rev 3 
(TAGGCACCAACTCSGSCGC). Nonostante questi primer fossero stati disegnati per 
amplificare classi di glutenine a basso peso molecolare, nel nostro caso è stata 
amplificata solo la proteina di interesse, probabilmente perché effettivamente molto 
rappresentata rispetto alle altre. L’amplificato ottenuto presenta una delezione nella 
sequenza rispetto a quella presente nel database: manca la T in posizione 650; questo 
determina una diversa cornice di lettura che fa sì che non si arrivi ad un codone di stop, 
ma ad un aminoacido interno alla sequenza proteica. Viene di seguito riportato 
l’allineamento della sequenza da noi ottenuta utilizzando la coppia di primer LMW 
glut for 7 e LMW glut rev 3 (Seq 1) con la sequenza presente in database (Seq 2) e in 
giallo è evidenziata la base in più presente in quella del database. 
Seq 1  CAGCTGCCAG AACGTGCAGT CCCAATGCT. GCCGGCAGCT AGCACAGATC 
Seq 2  CAGCTGCCAG AACGTGCAGT CCCAATGCTT.GCCGGCAGCT AGCACAGATC 
Questo, insieme al fatto che il peso molecolare della proteina nella banda della 
2D è superiore rispetto a quello della proteina in database, ha portato a considerare che 
la sequenza presente nel database in realtà non sia completa. Al fine di estendere 
l’informazione relativa alla proteina, si è deciso di operare una ricerca nel database 
Non-human, non-mouse ESTs (est_others) presso l’NCBI (National Center for 
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizzando le impostazioni 
di default. È stato operato un allineamento fra le ESTs relative a Triticum aestivum, la 
nostra sequenza e quella depositata nel database, il blastn è stato ripetuto due volte e si 
è ottenuta così una sequenza nucleotidica che comincia con la tipica metionina e 
termina con il poliA ed ha un peso molecolare simile a quello determinato per la banda 
alta. L’allineamento è riportato a pagina 71. 
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Clonazione mediante Gateway Technology 
Per l’inserimento della proteina in un sistema batterico si è deciso di utilizzare 
la Gateway Technology (Invitrogen) [122]. Sono stati così disegnati dei primer 
specifici per questa tecnologia che prevedono nella loro sequenza i siti att necessari per 
la ricombinazione identificati come attB1 forward primer e attB2 reverse primer; 
questi primer sono stati disegnati sulla sequenza ottenuta dall’allungamento con 
l’assemblaggio delle EST. 
Per l’amplificazione è stata utilizzata una DNA polimerasi altamente 
processiva, termostabile che contiene un’esonucleasi con attività di correzione degli 
errori in senso 3’→5’; questo tipo di polimerasi combina le caratteristiche della 
normale polimerasi e di una proteina ad essa legata in modo reversibile che inibisce 
l’attività della polimerasi stessa a temperatura ambiente e perciò impedisce 
l’amplificazione di prodotti non specifici. Questa proteina inoltre inibisce l’attività 
esonucleasica della polimerasi impedendo la degradazione dei primer e del templato di 
DNA; alla temperatura di polimerizzazione invece viene rilasciata rendendo la 
polimerasi pienamente attiva. Vista l’elevata percentuale di glicine e cisteine presenti 
nella sequenza da clonare, è stato necessario utilizzare per la sua amplificazione anche 
una mix di enhancer, per destabilizzare i mismach primer-templato che altrimenti 
determinerebbero l’amplificazione di una popolazione eterogenea di molecole (fig. 34). 
 
Fig. 34: amplificazione del cDNA di Triticum Aestivum con i primer att e diverse concentrazioni di 
enhancer. 1: enhancer 3X, 2: enhancer 1.5X, 3: enhancer 0.5X, 4: senza enhancer. MW: 100bp. 
L’amplificato così ottenuto è stato inserito nel vettore pDONR221 (Invitrogen, 
cat. 12536-017) mediante una reazione di ricombinazione dei siti att attuata dalla BP 
Clonase II Enzyme mix. Il costrutto è stato usato per trasformare le cellule batteriche 
E.coli DH10B mediante elettroporazione. Questo ceppo non è permissivo per il ccdB e 
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quindi permette la selezione dei soli costrutti effettivamente ricombinati. Il titolo 
ottenuto dalla trasformazione è 105. 
Alcune colonie ottenute dalla trasformazione sono state amplificate (fig. 35) per 
verificare la corretta dimensione dell’inserto e sottoposte a sequenziamento. 
 
Fig. 35: amplificazione di alcune colonie ottenute dalla reazione di ricombinazione BP. MW: 100bp. 
Verificato il corretto inserimento è stato effettuato il trasferimento della 
sequenzaclonata nel vettore di espressione pBAD-DEST49 mediante una reazione di 
ricombinazione dei siti att attuata dalla LR Clonase II Enzyme mix. Il costrutto è stato 
usato per trasformare le cellule batteriche TOP10 mediante elettroporazione. Sono stati 
così ottenuti circa 105 batteri. Il costrutto così ottenuto è stato identificato con il nome 
pEXP32400579. 
Anche questa volta alcune colonie ottenute dalla trasformazione sono state 
amplificate (fig. 36) per verificare la corretta dimensione dell’inserto e sottoposte a 
sequenziamento. 
 
Fig. 36: amplificazione di alcune colonie ottenute dalla reazione di ricombinazione LR. MW: 100bp. 
Analisi delle sequenze 
Viene di seguito (figura 34) riportato l’allineamento fra le sequenze 
aminoacidiche: 
- gi_32400759_EST_consensus_pEXP: sequenza ottenuta in seguito alla clonazione 
mediante Gateway Technology 
500 bp 
500bp 
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- gi_32400759_consensus: sequenza ottenuta in seguito all’allungamento con 
l’assemblaggio delle EST 
- gi_32400760: sequenza ottenuta in seguito al sequenziamento con i primer LMW 
glut for 7 e LMW glut rev 3 
- gi_32400760_unknown: sequenza presente nel database. 
È possibile osservare (evidenziato in giallo) il frameshift determinata dalla base 
in più presente nella sequenza del database rispetto a quella della proteina da noi 
ottenuta. In rosso è indicato il propeptide, mentre è evidenziata in azzurro la tripletta 
LET che segna l’inizio della proteina matura. In blu è indicata una parte della sequenza 
aminoacidica presente in database che rimane a monte della regione codificante, che 
inizia con una metionina (evidenziata in verde). 
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                                  1                                                              60 
gi_32400759_EST_consensus_pEXP        . .... .......... .....LETIC SQGFGQCQHH QQLGQQQLLD QMKPCVAFVQ 
gi_32400760_consensus             .....MKTMF ILALLALAAS TAIAQLETIC SQGFGQCQHH QQLGQQQLLD QMKPCVAFVQ 
gi_32400760                       .......... .......... .......... ...FGQCQHH QQLGQQQLLD QMKPCVAFVQ 
gi_32400760_unknown               LWLATMKTMF ILALLALAAS TAIAQLETIC SQGFGQCQHH QQLGQQQLLD QMKPCVAFVQ 
 
            61                                                                                  140 
Seq 1       HQCSPVRTPF PQTRGEQHSS CQTVQHQCCR QLVQIPEQAR CKAIQSVEEA IIQQQPQQQW NEPQQEAHLK SMRMSLQTLP 
Seq 2       HQCSPVRTPF PQTRGEQHSS CQTVQHQCCR QLVQIPEQAR CKAIQSVEEA IIQQQPQQQW NEPQQEAHLK SMRMSLQTLP 
Seq 3       HQCSPVRTPF PQTRGEQHSS CQTVQHQCCR QLVQIPEQAR CKAIQSVEEA IIQQQPQQQW NEPQQEAHLK SMRMSLQTLP 
Seq 4       HQCSPVRTPF PQTRGEQHSS CQTVQHQCCR QLVQIPEQAR CKAIQSVEEA IIQQQPQQQW NEPQQEAHLK SMRMSLQTLP 
 
            141                                                                                 220 
Seq 1       SMCNIYVPVQ CQQQQQLGRQ QQQQLQEQLK PCATFLQHQC RPMTVPFPHT PVQKPTSCQN VQSQCCRQLA QIPEQFRCQA 
Seq 2       SMCNIYVPVQ CQQQQQLGRQ QQQQLQEQLK PCATFLQHQC RPMTVPFPHT PVQKPTSCQN VQSQCCRQLA QIPEQFRCQA 
Seq 3       SMCNIYVPVQ CQQQQQLGRQ QQQQLQEQLK PCATFLQHQC RPMTVPFPHT PVQKPTSCQN VQSQCCRQLA QIPEQFRC.. 
Seq 4       SMCNIYVPVQ CQQQQQLGRQ QQQQLQEQLK PCATFLQHQC RPMTVPFPHT PVQKPTSCQN VQSQCLPAAS TDPRAIPLPS 
 
            221                                                250 
Seq 1       IHNVVESIRQ QQHHQPQQEV QLEGLRMSLH TLPSMCKIYI PVQCPATTTT PYSITMTASY TDGTC 
Seq 2       IHNVVESIRQ QQHHQPQQEV QLEGLRMSLH TLPSMCKIYI PVQCPATTTT PYSITMTASY TDGTC 
Seq 3       .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..... 
Seq 4       HS...... .......... ............ .......... .......... .......... ..... 
Allineamento fra sequenze aminoacidiche. Seq 1: gi_32400759_EST_consensus_pEXP, sequenza ottenuta in seguito alla clonazione mediante Gateway Technology, 
Seq 2: gi_32400759_consensus, sequenza ottenuta in seguito all’allungamento con l’assemblaggio delle EST, Seq 3: gi_32400760: sequenza ottenuta in seguito al 
sequenziamento con i primer LMW glut for 7 e LMW glut rev 3, Seq 4: gi_32400760_unknown, sequenza presente nel database. È possibile osservare (evidenziato in 
giallo) il frameshift determinata dalla base in più presente nella sequenza del database rispetto a quella della proteina da noi ottenuta. In rosso è indicato il propeptide, 
mentre è evidenziata in azzurro la tripletta LET che segna l’inizio della proteina matura. In blu è indicata una parte della sequenza aminoacidica presente in database 
che rimane a monte della regione codificante, che inizia con una metionina (evidenziata in verde). 
Risultati e Discussione 
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Espressione e riconoscimento della proteina 
Verificata la correttezza del costrutto clonato sono iniziate le prove di 
espressione. L’induttore per la produzione della proteina pEXP32400579 è 
l’arabinosio. Sono state testate diverse concentrazioni di induttore (da 0.2% a 
0.00002%) e si è potuto osservare che la produzione è molto elevata anche con 
concentrazioni minime di arabinosio. È stata quindi scelta per la produzione una 
concentrazione di induttore pari a 0.00002%. Il controllo dell’avvenuta produzione è 
stato fatto mediante SDS-PAGE e riconoscimento con α-SV5 (fig. 37). 
 
 
Fig. 37: riconoscimento con α-SV5 di pEXP32400579 prodotta mediante induzione con diverse 
concentrazioni di arabinosio (2: 0.00002%; 3: 0.0002%; 4: 0.002%, 5: 02%; 6: 0.2%; 1: non indotto. 
MW: SeeBlue Plus 2 Pre-Stained Standard. 
Vista l’elevata presenza di proteine batteriche contaminanti pEXP32400579 è 
stata sottoposta a purificazione sfruttando le istidine presenti sul vettore che vengono 
legate per affinità alla resina Ni-NTA (acido Nickel-NittriloTriAcetico). Il risultato 
della purificazione è riportato in figura 38. Come si può vedere risultano utilizzabili 
solo i primi due eluati ottenuti dal distacco della proteina dalla resina. Inoltre risulta 
evidente che parte della proteina è rimasta intrappolata in corpi di inclusione (lane 9) e 
parte non si è legata alla resina nemmeno dopo due passaggi della soluzione attraverso 
di essa (lane 11 e 12). 
       97 
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Fig. 38: riconoscimento con α-SV5 della purificazione di pEXP32400579con resina Ni-NTA. 1: pellet 
indotto prima della lisi batterica; 2-8: eluati dopo legame alla resina Ni-NTA; 9 e 10: rispettivamente 
pellet e sopranatante ottenuti in seguito alla lisi batterica; 11 e 12: campione da purificare dopo due 
passaggi nella resina. MW: SeeBlue Plus 2 Pre-Stained Standard. 
Il risultato è stata una quantità sufficiente di proteina ben purificata, che 
effettivamente si trova all’altezza corretta rispetto al marcatore di peso molecolare. In 
tabella 11 sono riportate le varie componenti del costrutto con i relativi pesi molecolari. 
componente bp aa Dalton 
gene di interesse 780 260 28860 
spaziatore a monte del gene 72 24 2664 
spaziatore a valle del gene 39 13 1443 
V5 42 14 1554 
spaziatore 9 3 333 
His-patch 18 6 666 
tioredossina 318 106 11766 
totale 1278 426 47286 
Tab. 11: componenti del costrutto ottenuto in seguito clonazione mediante Gateway Technology e 
relativi pesi molecolari. 
Per verificare se pEXP32400579 viene riconosciuta dal scFv glia3.46 è stato 
necessario produrlo come fago perché come solubile ci sarebbe stata sovrapposizione 
dell’anticorpo secondario. I scFv prodotti in forma solubile vengono infatti riconosciuti 
dall’anticorpo secondario α-SV5, che è lo stesso che riconosce la nostra proteina 
perchè il tag per questo anticorpo è presente costitutivamente sul vettore. Il fago 
prodotto è stato poi PEG-precipitato per eliminare tutte le componenti del terreno che 
avrebbero potuto interferire con il riconoscimento in immunoblotting. In realtà, però, il 
scFv così prodotto non ha riconosciuto la proteina pEXP32400579 purificata. 
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Il riconoscimento è stato testato allora in condizioni native, sia mediante saggio 
ELISA che mediante dot-blot. In entrambi i casi il riconoscimento è risultato buono (in 
ELISA si è ottenuto un valore di OD450 pari a 3.018). 
Il riconoscimento in esperimenti di immunoblotting utilizzando scFv prodotti in 
forma di fagi e non come solubili ha richiesto la messa a punto del sistema e  per 
verificare la nuova metodica il fago glia3.46 è stato usato in parallelo al suo solubile 
per riconoscere le glutenine, come in origine. Come si può vedere in figura 39 il 
riconoscimento è identico; la presenza di un maggior numero di bande probabilmente 
dipende dal fatto che la quantità di fagi utilizzata è molto maggiore rispetto al solubile. 
 
Fig. 39: riconoscimento delle glutenine con glia3.46 prodotto in forma di fago (lane 2) e in forma 
solubile (lane 4); nei lane 1 e 3 sono riportati i controlli dei soli anticorpi secondari utilizzati nel 
riconoscimento. MW: SeeBlue Plus 2 Pre-Stained Standard. 
Questo risultato ha mostrato che il mancato riconoscimento da parte del scFv 
glia3.46 prodotto in forma di fago non dipende dalla metodica utilizzata. 
Visto il riconoscimento in condizioni native, si è deciso di verificare se 
pEXP32400579 viene riconosciuta dai sieri dei pazienti celiaci. Anche in questo caso, 
però, il risultato, riportato in tabella 12, è stato negativo. 
siero htTG gliadina glutenine pEXP32400579 
8576 3.711 1.389 1.044 0.070 
8645 2.821 0.531 0.580 0.076 
8685 2.783 0.593 0.486 0.081 
8695 2.685 1.006 0.825 0.089 
neg 0.098 0.075 0.073 0.059 
Tab. 12: valori ELISA (letture a OD450) del riconoscimento di htTG, gliadina e glutenine da parte di 4 
sieri di pazienti celiaci e di un donatore sano. 
191KDa 
28KDa 
39KDa 
51KDa 
64KDa 
1 2 3 4 
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CONCLUSIONI 
Lo scopo iniziale di questa tesi era quello di identificare le frazioni proteiche o, 
idealmente le singole proteine componenti il glutine, riconosciute da frammenti 
anticorpali (scFv) anti-glutine selezionati da librerie anticorpali fagiche costruite a 
partire da biopsie intestinali di pazienti celiaci. 
La malattia celiaca è caratterizzata dalla produzione di un’ampia gamma di 
anticorpi, tra cui i più studiati, in termini cronologici, gli anti-gliadina e gli anti-htTG. 
La tecnica del phage display ha permesso la clonazione di un gran numero di questi 
anticorpi in forma ricombinante, cioè come scFv. Si è così potuto evidenziare che i 
scFv anti-htTG sono prodotti esclusivamente nella mucosa intestinale, anche se poi 
vengono immessi in circolo, mentre quelli anti-gliadina vengono espressi sia a livello 
intestinale che a livello periferico. 
Il grado di diversità anticorpale, accertato mediante digestione enzimatica con 
BstnI del frammento genico che specifica i scFv, è generalmente maggiore per gli anti-
htTG rispetto agli anti-gliadina. Il sequenziamento ha poi mostrato un uso preferenziale 
della famiglia VH5, caratteristica dell’autoimmunità, nella costruzione degli anti-htTG, 
assente invece nei scFv anti-gliadina. 
Anche il comportamento nei confronti dell’antigene è diverso: più stabile e 
riproducibile quello dei scFv anti-htTG, sia in forma di fago che di solubile. Inoltre 
tecnicamente la fase di produzione del scFv in forma solubile ha richiesto una fine 
messa a punto del protocollo, con una precisa standardizzazione della densità ottica 
della coltura (OD600 = 0.5) e della temperatura (37°C) al momento dell’induzione con 
IPTG. Ciò ha ridotto notevolmente il numero dei scFv α-gliadina utilizzabili in questo 
studio. 
Per quanto riguarda la caratterizzazione delle proteine immunogeniche del 
frumento, la letteratura le descrive da sempre come appartenenti principalmente alle 
gliadine. I peptidi gliadinici formano naturalmente degli aggregati che poi 
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interagiscono in modo idrofobico con altre proteine. Queste interazioni hanno un ruolo 
molto importante nel legame con i complessi MHCII a livello delle cellule presentanti 
l’antigene (APC) e nelle persone geneticamente predisposte questo determina 
l’attivazione della risposta immunitaria. Peptidi gliadinici sintetici sono stati utilizzati 
per isolare cloni di linfociti T reattivi nella mucosa intestinale di celiaci e peptidi 
gliadinici contenenti particolari sequenze di glutamine sono il target della 
deamidazione da parte della transglutaminasi tissutale. 
In questo lavoro l’analisi dei frammenti anticorpali anti-glutine è stata condotta 
su estratti di prolamine arricchiti rispettivamente in gliadine e glutenine e sugli stessi 
estratti digeriti con endopeptidasi. 
Le frazioni proteiche sono state separate mediante la tecnica dell’SDS-PAGE 
seguita da immunoblotting con i scFv anti-glutine. 
Varie osservazioni ci portano a ritenere che i scFv anti-gliadina da noi isolati, 
siano per certi aspetti aspecifici: alcuni non sono in grado di riconoscerla in condizioni 
denaturanti o in digeriti chimo-triptico-peptici (che dovrebbero avvicinarsi alle reali 
condizioni in vivo). Le condizioni di gliadina nativa utilizzate per la selezione dei scFv, 
non sembrerebbero quindi riflettere la struttura fisica della stessa nell’intestino, dove la 
gliadina dovrebbe aver subito un attacco da parte degli acidi gastrici e degli enzimi 
gastrici e pancreatici. Solo una parte degli epitopi, quelli più superficiali, potrebbe 
essere disponibile nella forma nativa (conformazionale) e alcuni di essi potrebbero 
essere stati riconosciuti casualmente, in quanto omologhi a proteine self. Se questa 
ipotesi venisse confermata, potrebbe spiegare l’inferiore specificità e sensibilità dei test 
di dosaggio degli anticorpi anti-gliadina rispetto a quelli anti-htTG. 
Sorprendentemente il riconoscimento delle bande proteiche delle frazioni 
gluteniniche da parte di uno dei scFv (glia3.46) è risultato più definito ed intenso 
rispetto a quello delle gliadine, tanto da far sorgere il dubbio sulla purezza della 
preparazione di gliadine usata per la selezione dei scFv. Questa situazione è stata 
chiarita dall’esecuzione di un’elettroforesi acida (pH 3.1) che ha riconfermato il 
riconoscimento della gliadina da parte del scFv. Questo risultato non sorprende se si 
considera che le gliadine in condizioni native si trovano in ambiente acido e che la 
denaturazione determinata da DTT e SDS può interferire sulla loro struttura e quindi 
sul riconoscimento anticorpale, se questo è di tipo conformazionale. 
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L’analisi in western blot ed elettroforesi bidimensionale con questo scFv anti-
gliadina, seguita da sequenziamento MALDI-TOF ci ha permesso l’identificazione di 
una glutenina a basso peso molecolare. La sequenza della proteina, a nome e funzione 
ancora ignota, è presente nel database in forma errata. Il sequenziamento del cDNA 
amplificato ha rilevato la presenza di un’inserzione che determinava un frameshift ed 
uno stop codon prematuro. Mediante blastn ed assemblaggio delle ESTs recuperate è 
stato possibile ricostruire la proteina completa, indicata come pEXP32400579. 
Quest’ultima dovrebbe presentare un’isoforma a peso molecolare inferiore, ma più 
abbondante negli estratti di farina. Il sequenziamento ha riconosciuto solo peptidi della 
regione carbossiterminale, per cui il minor peso molecolare potrebbe risultare da una 
delezione nella regione amminoterminale. Questo aspetto non è, però, ancora stato 
confermato. 
Nella proteina pEXP32400579 si possono evidenziare degli aspetti atipici 
rispetto alle caratteristiche generali del gruppo. La proteina inizia infatti con la tripletta 
LET, invece di MET, caratteristica delle glutenine a basso peso molecolare tipiche o di 
quelle appartenenti al gruppo B. Un’altra caratteristica peculiare della proteina 
identificata è data dal numero di cisteine, ben 18. Solitamente le glutenine a basso peso 
molecolare ne possiedono 8, due delle quali impegnate nei legami inter-molecolari che 
determinano l’allungamento delle catene del polimero. Le cisteine in più potrebbero 
essere impegnate in legami intra-molecolari oppure formare le ramificazioni centrali 
del polimero assieme alle glutenine ad alto peso molecolare. 
La regione codificante della glutenina è stata clonata ed espressa mediante 
Gateway Technology. La proteina risulta ancora riconosciuta dal scFv anti-gliadina che 
ne ha permesso l’identificazione, ma solo in forma nativa e non in forma denaturata. 
Probabilmente la proteina ricombinante presenta un cambiamento di conformazione o 
un mascheramento dell’epitopo che ne annullano il riconoscimento. È in corso la 
verifica del ruolo della tioredoxina utilizzata come chaperone nell’espressione in vitro 
della proteina. Un’altra particolarità è che la proteina non viene riconosciuta dai sieri 
dei celiaci. Questo potrebbe essere messo in relazione ad una falsa negatività, nel senso 
che l’epitopo potrebbe venire riconosciuto da anticorpi prodotti a livello intestinale, ma 
non da anticorpi periferici. Per verificare il coinvolgimento di questa proteina nella 
risposta intestinale si potrebbe ricercare la presenza del medesimo scFv da cui è partito 
il suo isolamento nelle biopsie intestinali di altri celiaci. A questo scopo il scFv (che è 
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un costrutto artificiale) dovrebbe essere diviso nelle sue componenti VH e VL per 
procedere alla creazione di primer specifici per ciascuna delle due porzioni con cui 
tentare di amplificare il cDNA estratto dalle biopsie; la presenza di una delle due 
porzioni sarebbe indicativa di una risposta contro la proteina. Vista l’espressione molto 
elevata della proteina nelle farine (evidenziata dall’elettroforesi bidimensionale) e nel 
genoma di Triticum Aestivum (evidenziata dal fatto che è stato possibile amplificarla 
con primer non specifici per la sua sequenza) se effettivamente fosse riconosciuta da 
anticorpi intestinali di più pazienti potrebbe rappresentare un marker diagnostico, che, 
però, non escluderebbe la necessità della biopsia intestinale. 
Dal punto di vista pratico della diagnosi di celiachia, i risultati presentati 
pongono comunque la necessità di una maggiore investigazione per la ricerca dei veri 
epitopi antigenici delle gliadine e/o delle altre frazioni proteiche, gluteniniche in 
particolare. Questo compito si rivela, però, non facile per il gran numero di proteine 
implicate (centinaia di geni geni codificano per queste famiglie di componenti del 
glutine) e per la diversa risposta anticorpale che potrebbe essere attuata a livello 
intestinale e periferico. 
Materiali e Metodi 
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MATERIALI E METODI 
SOLUZIONI 
2xYT 
Bacto-trypton 16g/l, bacto-yeast extract 10g/l, NaCl 5g/l; portare a volume con H2O bidistillata; 
sterilizzare in autoclave. 
2xYT per piastre 
Bacto-trypton 16g/l, bacto-yeast extract 10g/l, NaCl 5g/l, bacto-agar 15g/l; portare a volume con H2O 
bidistillata; sterilizzare in autoclave. 
LB 
Bacto-trypton 10g/l, bacto-yeast extract 5g/l, NaCl 5g/l; portare a volume con H2O bidistillata; 
sterilizzare in autoclave. 
SOB 
Bacto-trypton 20g/l, bacto-yeast extract 5g/l, NaCl 0,5g/l, KCl 2,5mM; portare a volume con H2O 
bidistillata; sterilizzare in autoclave; raffreddare e aggiungere MgCl2 10mM e MgSO4 10mM; conservare 
a 4°C. 
SOC 
Aggiungere a 950ml SOC 50ml glucosio 20X; aliquotare e conservare a -20°C. 
Top-Agar 
Bacto-trypton 16g/l, bacto-yeast extract 10g/l, NaCl 5g/l, bacto-agar 7g/l; portare a volume con H2O 
bidistillata; sterilizzare in autoclave. 
TBE 10X ICI 
(Tris 1.34M; H3BO3 0.749M; EDTA 0.0255M, pH=8.8) 
Tris 162g/l, H3BO3 46.3g/l, EDTA 9.5g/l; portare a volume con H2O bidistillata. 
Tampone di caricamento DNA 6X per TBE 
12.5% Ficoll 400, 6.7% TBE 10X; portare a volume con H2O mQ; aggiungere Blu di Bromo Fenolo in 
polvere. 
PBS 10X (tampone salino fosfato) pH=7 
NaCl 80g/l, KCl 2g/l, Na2HPO4·12H2O 15.56g/l, KH2PO4 2g/l; regolare il pH con HCl; portare a volume 
con H2O bidistillata; sterilizzare in autoclave. 
PEG-NaCl (soluzione di precipitazione dei fagmidi) 
Poli etilen glicole 8000 200g/l, NaCl 2.5M; portare a volume con H2O bidistillata; filtrare e conservare a 
4°C. 
IPTG 1M (Isopropil-β-D-tiogalattoside)  
2g IPTG in 8.39ml H2O mQ; sterilizzare con filtro da 0.2µm, aliquotare e conservare a -20°C. 
Glucosio 20X = 0.2 g/ml 
10g glucosio in 50ml H2O mQ; sterilizzare con filtro da 0.2µm. 
CLORURO DI SODIO 5M 
Sciogliere 58.44g in 200ml H2O bidistillata; sterilizzare in autoclave. 
TE BUFFER pH=8 
10 mM Tris-HCl pH=8, 1 mM EDTA 
ACRILAMMIDE/BISACRILAMMIDE 30% (T=30%, C=2.67%) 
Sciogliere 29.2g acrilammide e 0.8g N’-N’-bis-metilene-acrilammide in 100ml H2O deioniozzata; 
sterilizzare con filtro da 0.22µm. 
Materiali e Metodi 
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GEL D’AGAROSIO 
Sciogliere l’agarosio in tampone TBE 1X; aggiungere etidio bromuro (5µl/100ml). 
ANTIBIOTICI 
Ampicillina: 100 mg/ml. 
Sciogliere 1g Amp in 10ml H2O mQ; sterilizzare con filtro da 0.2µm, aliquotare e conservare a -20°C. 
Kanamicina: 25 mg/ml. 
Sciogliere 250mg in 10ml H2O mQ; sterilizzare con filtro da 0.2µm, aliquotare e conservare a -20°C. 
CEPPI CELLULARI UTILIZZATI 
DH5αF’ 
F’/endA1 hsdR17 (rK-mK+) supE44 thi1 recA1 gyrA (Nalr) relA1 ∆ (lacZYA-argF) U169 deoR 
(F80dlac∆(lacZ)M15) 
DH10B (Invitrogen, cat. 18290-015) 
F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 endA1 araD139 ∆(ara, leu)7697 galU 
galK λ- rpsL nupG 
TOP10 (Invitrogen, cat. C4040-52) 
F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 ∆(araleu) 7697 galU galK 
rpsL (StrR) endA1 nupG 
FAGO HELPER: M13 K07 
VETTORI UTILIZZATI 
pDAN5 C5.22 inserire riferimento articolo 
pDONR221 (Invitrogen, cat. 12536-017) 
pBAD-DEST49 (Invitrogen, cat. 12283-016) 
ESTRAZIONE DI COMPONENTI PROTEICHE DA SFARINATO 
1. METODO DI BERNARDIN 
Aggiungere 80g farina a 320ml acido acetico 0.01M 
- lasciare in agitazione 3h 
- centrifugare 30’ a 18200rpm 
- centrifugare il sopranatante 2h a 38200rpm a 20°C 
- aggiungere al pellet 30ml H2O e lasciar risospendere per diffusione a 4°C ON 
- centrifugare 15’ a 13000rpm per rimuovere il materiale indisciolto (glutenine) 
- aggiungere al sopranatante 1/10 ammonio acetato 0.06M pH=5.1 
- lasciar aggregare la gliadina ON 
- centrifugare 2h a 38000rpm 
- risospendere il pellet in H2O 
- ciascuna frazione deve poi essere liofilizzata e risospesa in un tampone adeguato 
2. METODO DI SILANO 
Aggiungere 100g farina a 1l Na2HPO4 0.04M, (NH4)2SO4 1.8M, pH=7.0 
- ON in rotazione a RT 
- centrifugare 15’ a 16000rpm a 15°C 
- dializzare il sopranatante (arricchito in globuline) contro H2O 48h a 4°C 
Materiali e Metodi 
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- risospendere il pellet in 1l Na2HPO4 0.04M, (NH4)2SO4 1.8M, pH=7.0 
- centrifugare 15’ a 16000rpm a 15°C 
- dializzare il sopranatante (arricchito in albumine) contro H2O 48h a 4°C 
- risospendere il pellet in 300ml etanolo 70% ON a 4°C in agitazione 
- centrifugare 15’ a 16000rpm a 15°C 
- dializzare il sopranatante (arricchito in gliadine) contro H2O 48h a 4°C 
- risospendere il pellet in 300ml acido acetico 0.1M 
- centrifugare 15’ a 16000rpm a 15°C 
- dializzare il sopranatante (arricchito in glutenine) contro H2O 48h a 4°C 
- ciascuna frazione deve poi essere liofilizzata e risospesa in un tampone adeguato 
3. ESTRAZIONE CON PROPAN-1-OLO 
Aggiungere 100mg farina a 1ml propan-1-olo 50% e lasciare 30’ a RT 
- centrifugare 5’ a 10500rpm a 4°C 
- eliminare il sopranatante e ripetere i primi due passaggi per 3 volte 
- estrazione 1:10 con tampone di estrazione 1h a RT (tampone di estrazione: 50% propan-1-olo, 50mM 
Tris pH=8.8, 1% DTT, 1mM EDTA, 10 mM iodoacetoammide) 
- centrifugare 10’ a 10500rpm a 4°C 
- recuperare il sopranatante, aggiungere 4 volumi acetone (conservato a -20°C) e lasciare 2h a -20°C 
- centrifugare 15’ a 13000rpm a 4°C 
- eliminare il sopranatante e lasciare asciugare il pellet 
- risospendere in 500µl ACN 50%, TFA 1%; questa frazione è arricchita in glutenine 
Preparazione delle membrane da dialisi 
Si utilizzano membrane da dialisi Spectra/POR molecular pourous membrane cutoff 6/8000. 
- bollire 10’ la membrana da dialisi in tampone NaHCO3 2%, EDTA 1mM, pH=8 
- bollire 10’ in tampone EDTA 1mM pH=8 
Dopo ciascun passaggio sciacquare con H2O bidistillata 
DIGESTIONE DI GLIADINE E GLUTENINE [91, 95] 
Preparazione delle resine coniugate con gli enzimi 
Pepsina: lavare 3 volte con H2O mQ il volume di Pepsin Immobilized (Pierce, cat. 20343; 2mg/ml) 
necessario, centrifugando ad ogni passaggio 2′ a 12000rpm; mantenere la sospensione a 4°C fino all’uso. 
Chimotripsina: risospendere 5mg/ml A-Chymotrypsin-Agarose from bovine pancreas (Sigma, cat. 
C9134; 2580U/g agarosio) in H2O mQ, incubare 2h a 4°C; mantenere la sospensione a 4°C fino all’uso. 
Tripsina: lavare 3 volte con H2O mQ la quantità necessaria di Trypsin-Agarose buffered suspension, 
from bovine pancreas (Sigma, cat. T4019; 20U/ml), centrifugando ad ogni passaggio 2′ a 12000rpm; 
mantenere la sospensione a 4°C fino all’uso. 
Digestione 
- liofilizzare le gliadine e le glutenine e risospendere in HCl 0.01M pH=2 
- riscaldare la soluzione di gliadina 10’ a 37°C 
- incubare 2h a 37°C con pepsina (rapporto proteasi : gliadina = 1:100 w/w) 
- centrifugare 2′ a 12000rpm e recuperare il sopranatante 
- portare a pH=7.0 con Tris 3M 
- aggiungere la tripsina e la chimotripsina (rapporto proteasi : gliadina = 1:100 w/w) e incubare ON a 
37°C in agitazione 
- centrifugare 2′ a 12000rpm e recuperare il sopranatante; conservare a −20°C. 
Materiali e Metodi 
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CALCOLO DELLA CONCENTRAZIONE PROTEICA con METODO 
WADDEL 
Permette di calcolare la concentrazione di proteine in soluzione, misurando allo spettrofotometro 
l’assorbanza a 225nm (assorbimento del legame peptidico) e a 215nm (interferenza dei tamponi). 
Con l’applicazione della formula [µg/ml = (A215 – A225) x 144] si ottiene direttamente il valore della 
concentrazione. 
PRODUZIONE FAGO HELPER 
Giorno 1 
- stemperare una colonia di DH5αF’ in 5ml LB e far crescere a 37°C in agitazione fino ad OD600 = 
0.8-1.0 
- preparare diluizioni 10
-4
, 10
-6
 e 10
-8
 del vecchio fago in LB 
- infettare 1ml DH5αF’ con 1µl fago di ciascuna diluizione e lasciare fermo a 37°C per 45’ 
- aggiungere alle cellule infettate 2ml Top-Agar e piastrare su piastre LB 
- crescere a 37°C ON 
Giorno 2 
- alla sera recuperare tre colonie di crescita ritardata e stemperarle in 10ml 2xYT + Kan 25µg/ml 
- crescere ON a 30°C in agitazione 
Giorno 3 
- centrifugare 30’ a 4000rpm a 4°C e recuperare il sopranatante contenente i fagi, titolarli e 
conservarli a 4°C 
Titolazione dei fagi 
- inoculare una colonia di DH5αF’ in 5ml 2xYT e far crescere in agitazione a 37°C fino ad OD600 = 
0.5 
- preparare diluizioni 10-2, 10-4 e 10-6 del fago in PBS 1X 
- infettare 1ml DH5αF’ con 2µl di ciascuna diluizione e lasciare fermo a 37°C per 45’ 
- fare delle diluizioni scalari per ciascuna infezione e piastrare 5µl di ciascuna su 2xYT + Kan 
25µg/ml 
- crescere O/N a 37°C 
PRODUZIONE DI scFv IN FORMA DI FAGI SU PICCOLA SCALA 
Giorno 1 
- inoculare una colonia del clone desiderato in 1ml 2xYT + Glu 1X + Amp 100µg/ml e far crescere in 
agitazione a 37°C fino ad OD600 = 0.5 
- infettare con fago helper a MOI 100:1 e lasciare fermo a 37°C per 45’ 
- centrifugare 15’ a 3500rpm 
- eliminare il sopranatante e risospendere il pellet in 1ml 2xYT + Amp 100µg/ml + Kan 25µg/ml 
- crescere ON a 28°C 
Giorno 2 
Controllo dei fagi mediante saggio ELISA su coating con l’Ag appropriato (10µg/ml) su strip ELISA 
EIA/RIA (VWR, cat. 2580) 
- eliminare il coating e saturare con latte 2% 45’ a RT 
- centrifugare la coltura ON 15’ a 3500rpm 
- svuotare la piastra dal latte e utilizzare il sopranatante 1:1 in latte 4%, lasciare 1h30’ a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- aggiungere α-M13-HRP (GE Healthcare, cat. 27942101) 1:5000 in latte 2%, incubare 1h-1h30’ a 
RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- sviluppare con TMB (Sigma, cat.T4444) e bloccare la reazione con H2SO4 1M 
Materiali e Metodi 
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PRODUZIONE DI scFv IN FORMA DI FAGI SU GRANDE SCALA 
Giorno 1 
- inoculare una colonia del clone desiderato in 5ml 2xYT + Glu 1X + Amp 100µg/ml e far crescere 
ON in agitazione a 30°C 
Giorno 2 
- inoculare 300µl della coltura ON in 300ml 2xYT + Glu 1X + Amp 100µg/ml e far crescere in 
agitazione a 37°C fino ad OD600 = 0.5 
- infettare con fago helper a MOI 100:1 e lasciare fermo a 37°C per 45’ 
- centrifugare 30’ a 3500rpm 
- eliminare il sopranatante e risospendere il pellet in 300ml 2xYT + Amp 100µg/ml + Kan 25µg/ml 
- crescere ON a 28°C 
Giorno 3: PEG-precipitazione dei fagi 
- centrifugare 30’ a 5000rpm a 4°C 
- recuperare il sopranatante e PEG-precipitarlo con 1/5 del volume di PEG-NaCl 1h in ghiaccio in 
agitazione 
- centrifugare 30’ a 4000rpm a 4°C 
- eliminare il sopranatante e risospendere il pellet in 40ml PBS 1X 
- centrifugare 15’ a 4000rpm a 4°C 
- recuperare il sopranatante e PEG-precipitarlo con 1/5 del volume di PEG-NaCl 15’ in ghiaccio 
agitando di tanto in tanto 
- centrifugare 30’ a 4000rpm a 4°C 
- eliminare il sopranatante e risospendere il pellet in 5ml PBS 1X 
PRODUZIONE DI scFv IN FORMA SOLUBILE 
Giorno 1 
- inoculare una colonia del clone desiderato in 1ml 2xYT + Amp 100µg/ml, crescere a 37°C in 
agitazione fino OD600 = 0.5 
- indurre con 0.2mM IPTG 
- crescere ON a 30°C 
Giorno 2 
1. Controllo della produzione dei solubili mediante saggio ELISA su strip ELISA EIA/RIA 
- centrifugare la coltura ON 15’ a 3500rpm 
- utilizzare il sopranatante per preparare il coating e lasciare 1h a 37°C 
- eliminare il coating e saturare con latte 2% 45’ a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- aggiungere α-SV5 1:2000 in latte 2%; incubare 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X-Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- aggiungere α-Mouse-HRP (Sigma, cat. A8924) 1:2000 in latte 2%; incubare 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- sviluppare con TMB e bloccare la reazione con H2SO4 1M 
2. Controllo del mantenimento del riconoscimento dell’Ag da parte dei solubili mediante saggio 
ELISA su coating con l’Ag appropriato (10µg/ml) su strip ELISA EIA/RIA 
- eliminare il coating e saturare con latte 2% 45’ a RT 
- centrifugare la coltura ON 15’ a 3000rpm 
- svuotare il latte e usare il sopranatante 1:1 in latte 4%; incubare 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- aggiungere α-SV5 1:2000 in latte 2%; incubare 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- aggiungere α-Mouse-HRP 1:2000 in latte 2%; incubare 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- sviluppare con TMB e bloccare la reazione con H2SO4 1M 
Materiali e Metodi 
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DOT BLOT 
Questa tecnica viene utilizzata per valutare la produzione e il riconoscimento degli anticorpi in forma 
solubile in parallelo all’ELISA. 
1. Controllo della produzione dei solubili 
- spottare 1µl di solubile su nitrato di cellulosa (Protran ® Nitrocellulose Transfer Membrane 
Schleicher & Schuell BioScience) 
- saturare con latte 4% 1h a RT in agitazione 
- incubare con α-SV5 1:1000 in latte 2% - Tween 0.05% 1h a RT in agitazione 
- incubare con α-Mouse-AP (Sigma, cat. A3562) 1:1000 in latte 4% - Tween 0.05% 1h a RT in 
agitazione 
- sviluppare con Alcaline Phosphatase Buffer (NaCl 100mM, MgCl2 0.05M, Tris-HCl pH=9.5 
100mM) e NBT/BCIP Stock solution 200µl/10ml (Roche Diagnostics, cat. 11681451) in agitazione 
e bloccare la reazione con H2O 
- fra un anticorpo e l’altro lavare 2 volte per 5’ con PBS 1X - Tween 0.05% e 5’ con PBS 1X. 
2. Controllo del mantenimento del riconoscimento dell’Ag da parte dei solubili 
- spottare 1µl dell’Ag appropriato su nitrato di cellulosa 
- saturare con latte 4% 1h a RT in agitazione 
- incubare con il solubile diluito 1:1 in latte 2% - Tween 0.05% 1h a RT in agitazione 
- incubare con α-SV5 1:1000 in latte 2% - Tween 0.05% 1h a RT in agitazione 
- incubare con α-Mouse-AP 1:1000 in latte 4% - Tween 0.05% 1h a RT in agitazione 
- sviluppare con Alcaline Phosphatase Buffer e NBT/BCIP Stock solution (Roche Diagnostics GmBh) 
in agitazione e bloccare la reazione con H2O 
- fra un anticorpo e l’altro lavare 2 volte per 5’ con PBS 1X - Tween 0.05% e 5’ con PBS 1X. 
ELISA CON mAb GL30 
- eliminare il coating e saturare con latte 2% 45’ a RT 
- svuotare la piastra dal latte e utilizzare mAb GL30 1:2 in latte 4% 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- aggiungere α-Mouse-HRP 1:1000 in latte 2% 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- sviluppare con TMB e bloccare la reazione con H2SO4 1M 
ELISA CON SIERI 
- eliminare il coating e lavare una volta con PBS 1X 
- aggiungere il siero diluito 1:100 in PBS 1X - Tween 0.1% 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- aggiungere α-hIgA o α-hIgG-HRP 1:2000 in PBS 1X - Tween 0.1% 1h a RT 
- svuotare e lavare 3 volte con PBS 1X - Tween 0.1% e 3 volte con PBS 1X 
- sviluppare con TMB e bloccare con H2SO4 1M 
Materiali e Metodi 
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SDS-PAGE 
GEL TRIS-GLICINA [Mini-PROTEAN® 3 Cell, PowerPac Basic BioRad] 
Preparazione della porzione running del gel per 5ml: 
 8% 10% 12% 15% 
H2O 2.317ml 1.978ml 1.648ml 1.148ml 
Acril 30% (T=30%, C=2.67%) 1.33ml 1.67ml 2.0ml 2.5ml 
Tris-HCl 1.5M pH=8.8 1.25ml 1.25ml 1.25ml 1.25ml 
SDS 10% 0.05ml 0.05ml 0.05ml 0.05ml 
APS 10% 0.05ml 0.05ml 0.05ml 0.05ml 
TEMED 0.003ml 0.002ml 0.002ml 0.002ml 
Preparazione della porzione stacking del gel per 2ml 
 5% 
H2O 1.4ml 
Acril 30%(T=30%, C=2.67%) 0.33ml 
Tris-HCl 0.5M pH=6.8 0.25ml 
SDS 10% 0.02ml 
APS 10% 0.02ml 
TEMED 0.002ml 
BBF (Blu di Bromo Fenolo) 0.002-0.004ml 
Preparazione dei campioni: aggiungere al campione loading buffer per SDS-PAGE (SBL) 1X e bollire 
10’. 
LOADING BUFFER 4X PER SDS-PAGE 
Tris-HCl 200mM pH=6.8 
DTT 400mM 
SDS 8% 
Glicerolo 40% 
BBF ad occhio 
a volume con H2O, aliquotare e conservare a -20°C 
Il tampone di corsa è l’SDS Running Buffer 1X e la corsa viene fatta in ghiaccio a 140V costanti finchè i 
campioni non entrano nel Running, poi a 180V. 
SDS RUNNING BUFFER 10X 
Tris base 250mM 
Glicina 1.9M 
SDS 1% 
a volume con H2O e conservare a 4°C 
 
Materiali e Metodi 
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GEL MOPS [Novex Mini-Cell Invitrogen, PowerPac Basic BioRad] 
Si utilizzano gel precasted NuPAGE™ Novex 4-12% Bis-Tris gel 1.0mm X 10 well. 
I campioni vengono preparati come per i gel Tris-glicina, la corsa viene fatta in ghiaccio a 180V costanti 
con tampone Running Buffer MOPS-SDS 1X. 
MOPS-SDS RUNNING BUFER 20X 
MOPS 1M 
Tris 1M 
SDS 69.3mM 
EDTA 20.5mM 
a volume con H2O e conservare a 4°C 
ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE [Novex Mini-Cell Invitrogen, PowerPac 
Basic BioRad] 
Prima dimensione 
Si utilizzano precasted ZOOM
® 
 strip (7cm) pH 3-10. 
- reidratazione delle strip con il sistema ZOOM®IPGRunner ™ Cassettes: risospendere il campione 
liofilizzato in 155µl Sample Rehydratation Buffer (SRB), 0.5% anfoliti (ZOOM
®
 Carrier 
Ampholytes pH=3-10) e 0.1% BBF; lasciare ON a RT 
- corsa a RT impostando un limite di 50µA e 0.1W per strip utilizzando come tampone H2O 
deionizzata solo nella camera esterna dell’apparato elettroforetico; programma della corsa: 200V per 
20’, 450V per 15’, 750V per 15’, 2000V per 30’; dopo la corsa conservare le strip a -80°C fino 
all’utilizzo. 
SAMPLE REHYDRATATION BUFFER 
Urea 9M 
DTT 65mM 
CHAPS 4% 
a volume con H2O, aliquotare e conservare a -20°C 
Seconda dimensione 
Si utilizzano precasted NuPAGE™ Novex 4-12% Bis-Tris ZOOM
® 
gels 1.0mm X IPG well. 
- riequilibrare la strip 15’ a RT in SDS Sample Buffer 1X e DTT 50mM 
- corsa in ghiaccio a 140V costanti con tampone Running Buffer MOPS-SDS 1X (nella camera interna 
aggiungere 0.25% di NuPAGE™ antioxidant). 
SDS SAMPLE BUFFER 2X 
Glicerolo 20% 
SDS 4% 
EDTA 1mM 
Tris 6% 
BBF 10% 
a volume con H2O e conservare a 4°C 
 
Materiali e Metodi 
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ELETTROFORESI ACIDA [Mini-PROTEAN® 3 Cell, PowerPac Basic BioRad] 
Per 10ml di gel 6% 
Acril 30% (T=15%, C=2.6%) 2.5ml 
Acido Ascorbico (preparare sol 240mg/ml) 10µl 
a volume con H2O mQ  
Perossido d’idrogeno 3% 11.25µl 
Solfato ferroso 0.14M 1µl 
Preparazione dei campioni: aggiungere al campione loading buffer (soluzione di saccarosio 40X + 200µl 
di metilvioletto). 
Viene fatta una precorsa in ghiaccio con elettrodi invertiti a 140V senza i campioni e una corsa a 300V 
sempre nelle stesse condizioni, con tampone A-PAGE 1X pH=3.1. 
TAMPONE CORSA A-PAGE 50X 
Alluminio lattato 40mM 
Acido lattico 2% 
a volume con H2O mQ 
sterilizzare con filtro da 0.45µm 
RILEVAMENTO PROTEICO DOPO CORSA ELETTROFORETICA 
1. COLORAZIONE CON COOMASSIE BRILLIANT BLUE COLLOIDALE 
La colorazione viene condotta ON in agitazione. 
Decolorare con H2O deionizzata o soluzione destaining. 
COOMASSIE BLU COLLOIDALE 
metanolo 225ml 
H2O 225ml 
acido acetico glaciale 50ml 
CBB G 0.25g 
 
DESTAINING 
metanolo 225ml 
H2O 225ml 
acido acetico glaciale 50ml 
2. COLORAZIONE ARGENTICA 
- dopo la corsa sciacquare il gel con H2O mQ 
- aggiungere 100ml di soluzione fissativa e la sciare 10’ in agitazione 
- lavare 2 volte 5’ con H2O mQ 
- aggiungere 100ml di soluzione di sensibilizzazione e lasciare 1’ in agitazione 
- lavare 2 volte 5’ con H2O mQ 
- aggiungere 100ml di soluzione di colorazione e lasciare 10’ in agitazione 
- lavare 30’’ con H2O mQ 
- aggiungere 100ml di soluzione di sviluppo e lasciare 1-3’ in agitazione 
- bloccare la colorazione quando le bande raggiungono l’intensità desiderata utilizzando 15ml di stop 
solution e lasciare 10’ in agitazione (l’acido citrico non blocca lo sviluppo immediatamente) 
- lavare 2 volte 5’ con H2O mQ 
 
 
Materiali e Metodi 
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SOLUZIONE FISSATIVA 
metanolo 40% 
formaldeide 13.5% 
portare a 250ml con H2O mQ 
 
SOLUZIONE DI SENSIBILIZZAZIONE 
Na2S2O3 0.02% 
portare a 250ml con H2O mQ 
 
SOLUZIONE DI COLORAZIONE (4°C) 
AgNO3 0.1% 
portare a 250ml con H2O mQ 
 
SOLUZIONE DI SVILUPPO 
sodio carbonato 3% 
formaldeide 0.05% 
Na2S2O3 0.000016% 
portare a 250ml con H2O mQ 
 
STOP SOLUTION 
acido citrico 0.115M 
portare a 250ml con H2O mQ 
WESTERN-BLOT DOPO SDS-PAGE [Transfer-blot SD semi-dry transfer cell 
BioRad] 
Le proteine vengono trasferite su nitrato di cellulosa (Protran ® Nitrocellulose Transfer Membrane 
Schleicher & Schuell BioScience) attraverso il sistema a sandwich (carta da filtro - carta 3MM CHR 
Whatman -, membrana di nitrocellulosa, gel, carta da filtro). Sia la membrana di nitrocellulosa che la 
carta da filtro, prima del loro utilizzo devono essere equilibrate nel tampone di trasferimento (Transfer 
Buffer 1X). 
Il trasferimento viene fatto in ghiaccio a 100V costanti per 50’. 
L’avvenuto trasferimento viene controllato mediante colorazione del nitrato con rosso Ponceau 
(Ponceau S Solution, Sigma) e poi si decolora con H2O deionizzata. 
TRANSFER BUFFER 1X pH 8.3 
Glicina 192mM 
Tris 25mM 
SDS 0.037% 
Metanolo 20% 
a volume con H2O deionizzata 
WESTERN-BLOT DOPO A-PAGE 
Il trasferimento viene effettuato con la stessa metodica del trasferimento dopo SDS-PAGE. 
Dopo la corsa il gel viene equilibrato 20’ a RT nel Transfer Buffer per A-PAGE 1X. 
Anche la membrana di nitrocellulosa e la carta da filtro, prima del loro utilizzo, devono essere 
equilibrate nel tampone Transfer Buffer per A-PAGE 1X, ma senza β-mercaptoetanolo. 
Il trasferimento viene fatto in ghiaccio a 23V costanti per 50’. 
 
 
Materiali e Metodi 
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TRANSFER BUFFER PER A-PAGE 1X pH=8.3 
Glicina 192mM 
Tris 25mM 
Metanolo 20% 
β-mercaptoetanolo 1% 
a volume con H2O deionizzata 
RILEVAMENTO PROTEICO DOPO BLOTTING 
Lavare il nitrato 5’ con PBS 1X e poi saturare con latte 4% 1h a RT in agitazione. 
Ab I 
ON a 
4°C 
mAbGl30 
1:2 in latte 2%- 
Tween 0.05% 
scFv (in forma 
solubile) in latte 2%- 
Tween 0.05% 
scFv (in forma di fago) 
1:1 in latte 4% - 
Tween 0.05% 
siero 
1:100 
in latte 2%-
Tween 0.05% 
Ab II 
1h a 
RT 
α-Mouse-AP 
1:1000 in latte 4% 
α-SV5 
1:1000 in latte 2% 
α-M13-HRP 
1:5000 in latte 4% 
α-Ig-AP 
(Dako D0336-8) 
1:1000 in latte 
2% - Tween 
0.05% 
Ab III 
1h a 
RT 
 
α-Mouse-AP 
1:1000 in latte 4% 
  
Fra un Ab e l’altro lavare 2X 5’ con PBS 1X - Tween 0.05% e 5’ con PBS 1X 
SEQUENZIAMENTO 
1. Pre PCR di sequenza 
- buffer 1X (Tris 10mM pH=8.3, KCl 50mM) 
- dNTP 200µM 
- primer 0.5µM ciascuno 
- DNA 
- Taq DNA polimerasi 0.003U 
- H2O mQ sterile a 20µl 
M13 forward primer 5´-GTAAAACGACGGCCAG-3´ 
M13 reverse primer 5´-CAGGAAACAGCTATGAC-3´ 
Programma: 
- denaturazione iniziale: 94°Cx5’ 
- 30 cicli: denaturazione: 94°Cx30’’, appaiamento: 60°Cx30’’, allungamento: 72°Cx45’’ 
- allungamento finale: 72°Cx10’ 
Il prodotto di amplificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
Purificare con Min-Elute PCR Purification Kit (Quiagen, cat. 28004). 
Il prodotto della purificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
2. PCR di sequenza 
- pre PCR purificata 
- BigDye Terminator buffer 5X 
- 0.8µl BigDye RR premix 
- primer 0.32µM 
- H2O mQ sterile a 10µl 
Programma:  
- denaturazione iniziale: 96°C x 1’ 
- 25 cicli: denaturazione: 96°C x 10’’, appaiamento: 50°C x 5’’, allungamento: 60°C x 4’ 
Materiali e Metodi 
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3. Purificazione PCR di sequenza 
- idratare le colonnine Centri-Sep (Applied biosystems, cat. CS-900) con 800µl mQ sterile per 1h 
- centrifugare 2 volte a 3600 rpm per 2’ ed eliminare il filtrato 
- trasferire la sequenza sulla resina 
- centrifugare a 3600 rpm per 2’ e recuperare l’eluato 
ESTRAZIONE DI RNA DA SEMI DI FRUMENTO 
− scaldare a 65°C 1ml buffer di estrazione (CTAB 2%, PVP K30 2%, Tris-HCl pH=8 100mM, EDTA 
25mM, NaCl 2M, spermidina l0.5g/l, β-mercaptoetanolo 2%) 
− eliminare l’envelope esterno dei semi e tagliare il germe; trasferire nel buffer di estrazione e 
omogenare il più possibile con un pestello 
− estrarre due volte con CHL:IAA (24:1); centrifugare 5’ a 9000rpm a 4°C e recuperare la fase 
acquosa 
− aggiungere 0.3 volumi LiCl 8M e lasciare ON a 4°C 
− centrifugare 20’ a 9000rpm a 4°C ed eliminare il sopranatante; risospendere il pellet in 500µl H2O 
CTAB 
− estrarre con CHL:IAA (24:1); centrifugare 10’ a 10000rpm a 4°C e recuperare la fase acquosa 
− aggiungere 2 volumi EtOH 100% e lasciar precipitare 2h a -20°C 
− centrifugare 20’ a 13000rpm a 4°C; eliminare il sopranatante e lasciar asciugare il pellet 
− risospendere il pellet con 50µl H2O RNasi free 
Controllare su gel di agarosio 1% in tampone TBE 1X e quantizzare mediante lettura allo 
spettrofotometro a OD260 e OD280; si ottengono i valori di concentrazione [OD260 x diluizione x 
coefficiente di estinzione molare (40 per l’RNA)] e di purezza [OD260 / OD280]. 
Trattamento dell’RNA con DNasi 
Aggiungere ad 1µg di RNA, 8µl H2O RNasi free, 1µl buffer 10X e 1U DNasiI; incubare 15’ a RT; 
aggiungere 1µl di Stop Solution; scaldare 10’ a 70°C e porre il campione subito in ghiaccio. 
RETROTRASCRIZIONE CON SUPERSCRIPT
TM
II-Gibco BRL 
Aggiungere ad 1µg di RNA trattato con DNasi, 100ng pd(N)6; denaturare il campione 10’ a 70°C e porre 
subito in ghiaccio; aggiungere: 4µl First Strand Buffer 5X, DTT 10mM, dNTP mix 0.5mM; incubare 10’ 
a 25°C; portare a 42°C e aggiungere 1µl enzima trascrittasi inversa; incubare 50’ a 42°C e 15’ a 70°Ck. 
CLONAZIONE CON TECNICA GATEWAY 
1. Amplificazione attB1 e attB2 
- buffer 1X (Tris 10mM pH=8.3, KCl 50mM) 
- dNTP 200µM ciascuno 
- primer 0.5µM ciascuno 
- MgSO4 1mM 
- enhancer 0.5X 
- cDNA 
- Taq DNA polimerasi 1U 
- H2O mQ sterile a 25µl 
attB1 primer 5´-TTGGAAACCATATGTAGCCAG-3´ 
attB2 primer 5´-AGCTATACCGATGGTACCTGC-3´ 
Programma: 
- denaturazione iniziale: 94°Cx3’ 
- 30 cicli: denaturazione: 94°Cx30’’, appaiamento: 55°Cx30’’, allungamento: 68°Cx1’ 
- allungamento finale: 68°Cx10’ 
Il prodotto di amplificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
Purificare con Min-Elute PCR Purification Kit (Quiagen, cat. 28004). 
Materiali e Metodi 
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Il prodotto della purificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
2. BP recombination reaction 
- attB PCR product 20-50fmol 
- pDONR221 vector 150ng 
- BP clonase II enzyme mix 2µl 
- TE buffer pH8 sterile a 8µl 
Incubare 2h a 25°C. 
Aggiungere 2µg proteinasi K e incubare 10’ a 37°C. 
3. Trasformazione cellule DH10B competenti 
Viene eseguita con l’elettroporatore Eppendorf 2510 impostato a 1800V costanti in cuvette sterili da 
1mm fredde. 
Risospendere le cellule appena elettroporate con SOC e far crescere 30’-1h a 37°C in agitazione per 
permettere la riparazione della membrana. Dopo la crescita, piastrare le cellule su piastre 2xYT + glu 1X 
+ Kan 25µg/ml e incubare a 30°C ON. 
4. Controllo delle colonie 
- buffer 1X (Tris HCl 10 mM, KCl 50 mM, pH=8.3) 
- MgCl2 1.5mM 
- dNTP 200µM 
- primer 0.25µM ciascuno 
- Taq DNA polimerasi 0.003U 
- DNA 
- H2O mQ sterile a 20µl 
Programma 
- denaturazione iniziale: 94°Cx3’ 
- 25 cicli: denaturazione: 94°Cx30’’, appaiamento: 58°Cx30’’, allungamento: 72°Cx45’ 
- allungamento finale: 72°Cx10’. 
Il prodotto di amplificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
5. Raccolta della libreria 
I cloni controllati vengono fatti crescere ON a 37°C in 2xYT + Kan 25µg/ml e conservati a -80°C in 
glicerolo. 
6. Preparazione dell’inserto 
Utilizzare uno dei cloni conservati in glicerolo e produrlo con NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel, 
cat. 740588) come da protocollo. Controllare su gel di agarosio 1% in tampone TBE 1X. 
7. LR recombination reaction 
- entry clone 50-150ng 
- pBAD-DEST49 vector 150ng 
- LR clonase II enzyme mix 2µl 
- TE buffer pH8 sterile a 8µl 
Incubare 2h a 25°C. 
Aggiungere 2µg proteinasi K e incubare 10’ a 37°C. 
8. Purificazione LR recombination reaction 
Purificare con Min-Elute PCR Purification Kit. 
Il prodotto della purificazione viene controllato su gel di agarosio 3% in tampone TBE 1X. 
9. Trasformazione cellule TOP10 competenti 
Viene eseguita con l’elettroporatore Eppendorf 2510 impostato a 1800V costanti in cuvette sterili da 
1mm fredde. 
Materiali e Metodi 
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Risospendere le cellule appena elettroporate con SOC e far crescere 30’-1h a 37°C in agitazione per 
permettere la riparazione della membrana. Dopo la crescita, piastrare le cellule su piastre 2xYT + glu 1X 
+ Amp 100µg/ml e incubare a 30°C ON. 
11. Controllo delle colonie 
12. Raccolta della libreria 
PREPARAZIONE CELLULE COMPETENTI 
Giorno 1 
Le cellule competenti vengono preparate a partire dallo stock conservato a -80°C in glicerolo, facendole 
crescere in 5ml 2xYT (eventualmente con gli antibiotici a cui le cellule sono resistenti) a 37°C ON in 
agitazione. 
Giorno 2 
Inoculare 200µl della coltura ON in 200ml 2xYT (eventualmente con gli antibiotici a cui le cellule sono 
resistenti) e far crescere a 37°C in agitazione fino a OD600 = 0.8-1.0; arrestare la crescita ponendo 20’ in 
ghiaccio. 
Centrifugare 4 volte i batteri a 3800rpm per 8’ ed eliminare il sopranatante. Dopo ogni passaggio 
risospendere il pellet in tampone glicerolo (450ml H2O mQ + 50ml glicerolo, sterilizzare in autoclave) e 
lasciare 8’ in ghiaccio. Dopo l’ultima centrifugata risospendere il pellet in 125µl tampone glicerolo ogni 
100ml di coltura iniziale e conservare in aliquote a -80° C. 
ESPRESSIONE DEL GENE DI INTERESSE IN pBAD-DEST49 
Giorno 1 
- inoculare una colonia del clone desiderato in 5ml 2xYT + Amp 100µg/ml, crescere ON a 37°C in 
agitazione 
Giorno 2 
- inoculare 500µl della precoltura in 50ml 2xYT + glu 0.1% + Amp 100µg/ml, crescere ON a 37°C 
in agitazione fino OD600 = 0.5 
- indurre con L-arabinosio e crescere 4h a 37°C in agitazione 
- centrifugare 10’ a 5000rpm; eliminare il sopranatante e conservare il pellet a -20°C 
PURIFICAZIONE PROTEINE MEDIANTE HIS-TAG 
Si utilizza resina Ni-NTA (Invitrogen, cat. R901-15) 
- risospendere pellet indotto in 5ml lysis buffer 
- lasciare in ghiaccio 30’ agitando di tanto in tanto 
- aggiungere DNasiI 35µl/ml 
- lasciare in ghiaccio 20’ agitando di tanto in tanto 
- centrifugare 30’ a 7000rpm a 4°C e recuperare il sopranatante 
- vortexare la resina e metterne 1ml nella colonnina; lasciare che la soluzione acquosa filtri per 
gravità 
- aggiungere 6ml H2O, risospendere la resina e lasciare che la soluzione acquosa filtri per gravità 
- aggiungere 2 volte con 6ml native binding buffer, risospendere la resina e lasciare che la soluzione 
acquosa filtri per gravità 
- passare 2 volte il campione sulla resina risospendendola ogni volta 
- lavare 4 volte con 8ml con native binding buffer risospendendo ogni volta la resina 
- eluire 1ml alla volta fino a 7ml totali 
- recuperare la resina lavandola 30’ con NaOH 0.5M e conservarla in native binding buffer 
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NATIVE PURIFICATION BUFFER 5X 
Na2HPO4 250mM 
NaCl 2.5M 
portare a pH=8 e a volume con H2O deionizzata 
 
NATIVE BINDING BUFFER 
native purification buffer 1X 
imidazolo 10mM 
 
LYSIS BUFFER 
native binding buffer 
lisozima 1mg/g batteri 
 
NATIVE WASH BUFFER 
native purification buffer 1X 
imidazolo 20mM 
 
NATIVE ELUTION BUFFER 
native purification buffer 1X 
imidazolo 250mM 
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